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Resumen 
El gluten es una mezcla heterogénea de proteínas, principalmente gliadinas y gluteninas, 
que al ser ingerido es degradado por enzimas del tracto gastrointestinal. Algunos 
péptidos derivados de gluten son resistentes a la degradación enzimática y pueden 
encontrarse en el lumen intestinal y desencadenar respuestas inmunes tanto adaptativas, 
como innatas. Entre los péptidos derivados de gliadina resistentes a la degradación se 
encuentra el péptido p31-43, que no se une a moléculas de MHC de clase II y en 
consecuencia no es capaz de inducir una respuesta adaptativa específica. Existen 
numerosos estudios in vitro acerca de la toxicidad de p31-43, sin embargo, en la 
actualidad se desconoce su receptor celular y no se han descripto en profundidad sus 
efectos in vivo. En el presente trabajo de tesis se utilizó un modelo murino de enteropatía 
inducida mediante la administración intraluminal de p31-43, así como también se 
desarrolló un modelo de administración de p31-43 por vía intragástrica, de modo de 
estudiar mecanismos de la respuesta innata en intestino delgado. En este modelo 
intentamos reproducir algunos aspectos de la patogenia de enfermedad celíaca (EC). Esta 
es una enteropatía crónica que se desencadena en individuos genéticamente 
predispuestos ante el consumo de proteínas de gluten y bajo la influencia de otros 
factores ambientales. EC tiene una prevalencia global del 1 % y se caracteriza por la 
presencia de atrofia vellositaria e hiperplasia de criptas en intestino delgado, así como 
también, por un marcado incremento en el infiltrado linfocitario en lamina propria y en 
el epitelio intestinal. En este trabajo de tesis se observó que la enteropatía murina 
inducida, es específica de la secuencia de aminoácidos de p31-43 y dependiente de la vía 
de IFN tipo I. Además, corroboramos que p31-43 induce apoptosis tanto in vitro, como in 
vivo. Por otro lado, se caracterizó las propiedades estructurales y de agregación de p31-
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43. Se observó que posee una estructura del tipo poliprolina II y que forma agregados 
proteicos en solución estables a pHs intestinales (3-8), cuyo tamaño se incrementa con la 
concentración y evolucionan en el tiempo a estructuras más complejas. Finalmente, 
observamos que las moléculas de NLRP3 y Caspasa-1 estaban implicadas en el daño. Por 
lo que consideramos que los agregados de p31-43 podrían ser sensados por el 
inflamasoma NLRP3 y ejercer efectos inflamatorios vía Caspasa-1. 
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 Introducción 
1. Enfermedad Celíaca: definición, clínica, diagnóstico y 
prevalencia 
La enfermedad celíaca (EC) es una enteropatía crónica que se desencadena en 
individuos genéticamente predispuestos, ante el consumo de proteínas provenientes del 
trigo, avena, cebada y centeno (Abadie et al. 2011; Meresse, Malamut, y Cerf-Bensussan 
2012). La EC está caracterizada por una respuesta inmune exacerbada de linfocitos T 
CD4+ específicos de péptidos derivados de gluten. Estas células T reconocerán péptidos 
deamidados en un contexto de moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC) tipo 
II, particularmente, HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8 (Meresse, Malamut, y Cerf-Bensussan 2012) 
y se producirá una respuesta proinflamatoria del tipo T helper 1 (Th1). 
En condiciones normales, el intestino delgado posee una respuesta inmune 
tolerogénica hacia los péptidos de gluten que llegan al lumen intestinal. Esta homeostasis 
esta mantenida por linfocitos T regulatorios, que inhibirán la inducción de una respuesta 
adaptativa T específica ante antígenos de gluten, promoviendo la expresión de IgA. Por 
otro lado, en un intestino que ha perdido la tolerancia a estos péptidos de gluten, las 
células T se diferenciarán en Th1 específicas de gluten, que se activarán y expandirán, 
secretando mediadores proinflamatorios. Entre ellos, es importante mencionar al IFN-γ 
ya que puede actuar sobre células del epitelio intestinal y promover la activación de 
linfocitos citotóxicos intraepiteliales, los cuales están implicados en la muerte de células 
epiteliales intestinales y en la remodelación tisular. También se verá afectada la función 
tolerogénica de los linfocitos T regulatorios FOXP3+.  
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En EC se produce daño en la mucosa del intestino delgado, caracterizada por 
atrofia vellositaria e hiperplasia de criptas, así como también, por un marcado 
incremento en el infiltrado linfocitario en lamina propria y en el epitelio intestinal. EC 
puede ocurrir en cualquier momento de la vida, y es más frecuente en mujeres que en 
hombres (relación 2:1). Las manifestaciones clínicas son muy variadas y difieren entre 
pacientes pediátricos o adultos (Abadie et al. 2011). La presentación clínica característica 
incluye síntomas intestinales como diarrea crónica, distención abdominal y pérdida de 
peso, todos estos asociados al fenómeno de mala absorción ocasionado por el severo 
cambio histológico de la mucosa intestinal. En adultos, se pueden observar más 
frecuentemente manifestaciones extraintestinales secundarias a la mala absorción, como 
anemia u osteoporosis, además en algunos casos se observa la presencia de una patología 
cutánea denominada Dermatitis Herpetiforme, caracterizada por la presencia de 
depósitos de IgA en la piel y vesículas pruriginosas. También se observan desórdenes 
neurológicos e infertilidad (Lebwohl, Ludvigsson, y Green 2015). 
Los pacientes con sospecha clínica, por sintomatología, familiaridad o presencia 
de enfermedad asociada deben ingresar en un protocolo de diagnóstico de EC. Las 
herramientas actuales de diagnóstico consisten en primer lugar en evaluar la presencia 
de un panel de anticuerpos específicos en suero, anti-transglutaminasa 2 (TG2), anti-
endomisio y anti-péptidos deamidados de gliadinas. Si estos presentan valores positivos, 
al paciente se le indicará una endoscopía alta con toma de piezas de biopsia intestinal de 
segunda porción y bulbo. En la endoscopía suelen observarse alteraciones en la mucosa 
intestinal sugestivas de la presencia de EC. La información de confirmación diagnóstica 
se obtiene a partir de la evaluación histológica de las biopsias. Dado que es posible 
encontrar variaciones en el daño de la mucosa. En las piezas de biopsias teñidas con 
Hematoxilina y Eosina (H&E), se evalúan las características de las vellosidades y criptas, 
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y se informa un parámetro denominado relación Vellosidad/Cripta (V/C) que consiste en 
la relación entre el largo de la vellosidad y la profundidad de la cripta. También se realiza 
un recuento del número de linfocitos intraepiteliales (IELs) por cada 100 enterocitos 
presentes en puntas de vellosidades escogidas al azar. Finalmente, se asigna un puntaje 
de acuerdo con la clasificación de Marsh - Oberhuber (Marsh y Crowe 1995; Marsh 1992). 
En esta clasificación, se definen cuatro categorías de lesiones asociadas a EC: Pre- 
infiltrativa (Tipo 0); infiltrativa (Tipo 1); infiltrativa-hiperplásica (Tipo 2); plana y 
destructiva (Tipo 3) y finalmente la lesión atrófica-hipoplásica (Tipo 4). Posteriormente 
Oberhuber (Oberhuber 2000) modificó dicho score y subcategorizó las lesiones de tipo 
3, como atrofia leve (Tipo 3a), atrofia marcada (Tipo 3b) y atrofia total de las vellosidades 
(tipo 3c).  
Es importante destacar que la evaluación histológica de las biopsias, define el 
diagnóstico de EC y que solo luego de un diagnóstico confirmatorio de EC, el paciente 
debe comenzar la dieta de exclusión de proteínas de trigo, es decir, una dieta libre de 
Gluten (DLG). Este es el único tratamiento efectivo para esta patología en la actualidad. 
Como mencionamos, la presentación clínica de EC es altamente variable y es remarcable 
la gran proporción de pacientes asintomáticos o pacientes que solo poseen signos 
menores subclínicos como cansancio o irritabilidad (Husby y Murray 2014). 
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Dado que EC, es la patología más fuertemente asociada al sistema de HLA, en 
particular a los alelos HLA-DQ2 y DQ8, se ha propuesto la determinación de estos alelos 
como estudios complementarios en el diagnóstico de EC. Esta es una prueba de alto valor 
FIGURA 1. CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA DE MARSH-OBERHUBER 
Panel superior: Histología de intestino delgado de todos los estadios de la 
clasificación de Marsh-Oberhuber. Panel inferior: esquemas simplificados que 
muestran la altura de las vellosidades y el infiltrado linfocitario en todos los estados 
de la clasificación de Marsh-Oberhuber. En esta clasificación, se definen cuatro 
categorías de lesiones asociadas a EC: Pre- infiltrativa (Tipo 0); infiltrativa (Tipo 1); 
infiltrativa-hiperplásica (Tipo 2); plana y destructiva (Tipo 3 a, b y c).Figura extraída 
de Anna Myléus, 2012 y Jos W. R. Meijer, 2002. 
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predictivo negativo, con lo cual, en casos con HLA no compatible es considerado muy poco 
probable la presencia de EC. Esta determinación es de utilidad en caso donde no se puede 
llegar a un diagnóstico definitivo en el protocolo convencional o como un dato 
complementario en la evaluación de casos con patologías asociadas.  
La enfermedad celíaca es una de las patologías de base inmune más frecuentes. Su 
prevalencia varía dependiendo del sexo, edad y etnia. Se describió que la prevalencia 
basada en biopsias confirmadas positivas es del 0,7 %. Sin embargo, la seroprevalencia a 
EC, basada en la detección de anticuerpos anti–TG2 y antiendomisio, es marcadamente 
superior y del orden de 1,4 % (Singh et al. 2018). Además, estudios recientes sugieren un 
aumento en la prevalencia de EC a lo largo del tiempo, desde un 0,6% a un 0,8%, 
considerando los periodos de 1991-2000 y 2011-2016 respectivamente (Singh et al. 
2018). Esto en parte puede deberse a una mayor concientización general sobre la 
enfermedad, así como también a mejores herramientas de diagnóstico que disminuyeron 
de manera global el sub diagnóstico. 
2. Patogenia de la Enfermedad Celíaca 
Como mencionamos en EC se produce un daño a la mucosa del intestino delgado 
proximal, debido a una exacerbada respuesta por parte de los linfocitos T CD4+ de lamina 
propria. Estos linfocitos T reconocen péptidos de gliadinas deamidados por acción de la 
enzima transglutaminasa 2 (TG2) en el contexto de las moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8 presentados por células dendríticas. Luego 
de captar los péptidos deamidados derivados de gluten, las células dendríticas migran 
desde la lamina propria a los nódulos linfáticos mesentéricos donde activan y diferencian 
a linfocitos T hacia un perfil Th1. Estos linfocitos T CD4+ son productores de IFN, 
citoquina central al mecanismo de daño en la mucosa intestinal, ya que activa a las células 
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dendríticas hacia un perfil proinflamatorio en vez de tolerogénico, desestabiliza las 
uniones estrechas entre enterocitos, activa a los linfocitos intraepiteliales (IELs) 
potenciando su función citotóxica y expande poblaciones de células B que producen 
anticuerpos anti-péptidos derivados de gluten y autoanticuerpos anti-TG2 (Meresse, 
Malamut, y Cerf-Bensussan 2012). 
Es de destacar que el conocimiento que tenemos sobre la patogenia de EC fue 
obtenido a partir del trabajo experimental empleando pequeñas piezas de biopsia 
duodenal. En este sentido, se conoce hoy que además de la respuesta adaptativa a 
péptidos derivados de gluten, la inducción de respuesta innata es relevante en la 
patogenia de EC. Diversos elementos asociados al epitelio y a las células dendríticas han 
sido considerados como factores claves en el desarrollo de eventos proinflamatorios, en 
los que citoquinas como IFNα e IL-15 parecen tener un rol predominante (S. M. Kim, 
Mayassi, y Jabri 2015; Schumann et al. 2017). 
En esta sección, describiremos de manera secuencial los mecanismos 
involucrados en la patogenia de EC (Figura 2) comenzando por el factor ambiental crítico 
para su desarrollo, el gluten. El mismo comprende una mezcla heterogénea de proteínas, 
que incluye péptidos ricos en prolina y glutamina, que son resistentes a la degradación 
por enzimas del tracto gastrointestinal y permanecen en el lumen intestinal como 
péptidos largos. Estos péptidos presentan secuencias largas y repetitivas que contienen 
sitios inmunogénicos, algunos tienen secuencias de deamidación selectiva por TG2. Estos 
péptidos deamidados se unen con alta afinidad a los alelos de susceptibilidad (HLA 
DQ2/8) e inducen una alta respuesta proliferativa de los linfocitos T CD4+ específicos. 
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Los péptidos derivados de gluten son transportados a través de la célula epitelial 
de manera muy selectiva por medio de CD71 (receptor de transferrina) que permite un 
pasaje muy eficiente y sin degradación desde el lumen hacia la lamina propria (figura2-
❶). CD71 se encuentra sobreexpresado en pacientes celíacos y une complejos inmunes 
de IgA anti-gliadinas/ gliadinas (Matysiak-Budnik et al. 2008). Estos complejos ingresan 
en una vía de retro-transporte que evade la degradación lisosomal permitiendo la 
transcitosis de los complejos inmunes desde la membrana apical hacia la basal (figura2-
❶). De esta manera, péptidos de gran tamaño son liberados a la lamina propria donde 
FIGURA 2. PATOGÉNESIS DE LA ENFERMEDAD CELÍACA 
Esquema simplificado de los mecanismos y principales células implicados en la 
patogenia de Enfermedad Celíaca. (Imagen adaptada de Abadie, 2011). 
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pueden ser capturados por células dendríticas (Lebreton et al. 2012). Este es un 
mecanismo muy selectivo y eficiente pero es muy probable que los péptidos derivados de 
gluten, utilicen otras vías adicionales para ingresar, como el pasaje paracelular en que la 
mucosa intestinal de pacientes celiacos presenta alteración en las uniones estrechas 
(Schumann et al. 2017)  
Los péptidos que contengan los motivos Q-(X)-P (siendo Q: glutamina y P: prolina) 
aminoácidos muy frecuentes en la secuencia de gliadinas y gluteninas, serán excelentes 
sustratos para deamidación por parte de la enzima TG2 (figura 2-❷). Esta enzima se 
encuentra constitutivamente expresada en distintos tejidos tanto en el espacio 
extracelular, asociada a la membrana plasmática o dentro de la célula y es capaz de 
convertir residuos de Glutamina(Q) en Glutamato(E), cargados negativamente. Como 
mencionamos, estos péptidos deamidados en posiciones selectivas presentan mayor 
afinidad de unión a los alelos HLA de susceptibilidad. 
Las células dendríticas de pacientes celíacos poseen un fenotipo más 
proinflamatorio que tolerogénico a diferencia de las condiciones homeostáticas en 
intestino delgado normal. En lamina propria estas células endocitan, procesan y 
presentan los péptidos deamidados de gluten en un contexto de moléculas HLA-DQ2.5 y 
DQ8 y luego migran hacia los nódulos linfáticos mesentéricos (NLM) donde activan y 
diferencian células T CD4+ vírgenes (figura 2-❸). Estos linfocitos TH1 recirculan y se 
localizan nuevamente en lamina propria y posterior a una nueva activación local, se 
expanden clonalmente y secretan citoquinas proinflamatorias como IFN γ e IL-21 
(Meresse, Malamut, y Cerf-Bensussan 2012)(figura 2-❹). Estos linfocitos Th1 colaboran 
en la activación de células B que producirán anticuerpos anti-TG2 y anti-péptidos 
deamidados de gluten (figura 2-❺). 
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Por otro lado, el aumento de IELs refleja la importancia del sistema inmune innato 
en EC (Lebwohl, Ludvigsson, y Green 2015). En gran parte, el daño epitelial es mediado 
por IELs con función citotóxica potenciada por la presencia de altos niveles locales de 
IFN e IL-21. Estos IELs expresan receptores activadores del sistema Natural Killer 
(NKRs), NKG2D y NKG2C/CD94, que reconocen señales de estrés en los enterocitos como 
moléculas de MHC clase I no clásicas (MICA y HLA-E). Estos ligandos de los receptores 
activadores participan en las vías de muerte de los enterocitos (figura 2-❻). 
Otra citoquina relevante en la respuesta innata en EC es IL-15 (figura 2-❼), cuya 
expresión se observó incrementada en pacientes celíacos (Escudero-Hernández, Peña, y 
Bernardo 2016). En el epitelio, IL-15 induce la expresión de NKG2D en la membrana de 
los IELs, que se unirá al MICA expresado en la membrana de los enterocitos (inducido por 
estrés), esto permite a los IELs actuar como células citotóxicas e inducir apoptosis de 
enterocitos (Abadie et al. 2011). Si bien se considera que este sería el mecanismo 
principal por el cual ocurre la muerte de enterocitos y responsable de la mayor pérdida 
de células epiteliales (Sollid y Jabri 2013), trabajos previos de nuestro grupo mostraron 
que la expresión de los ligandos como MICA pueden estar ligados a otros procesos en la 
mucosa intestinal no limitados a la señalización de la muerte del enterocito (Allegretti 
et al. 2013). 
En el caso de IL-15 se ha descripto, que interviene en el bloqueo de la función de 
las células T reguladoras FoxP3 + (Treg) presentes en lamina propria, por interferencia de 
la señalización de TGF β, citoquina crítica en la función supresora en la mucosa intestinal 
(Benahmed et al. 2007; Ahmed et al. 2009). 
En este trabajo de tesis se analizará cómo péptidos derivados de gluten, en 
particular el p31-43, que no es presentado por HLA tiene diferentes efectos biológicos e 
inducen mecanismos de la respuesta innata. 
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3. Factores de riesgo en Enfermedad Celíaca 
3.1. Predisposición genética  
En el locus de moléculas de HLA clase II, se encuentran los genes que codifican 
para las cadenas α y β de DP, DQ, DR (Figura 3A). Estas cadenas se unen entre sí formando 
heterodímeros con un sitio de unión a antígenos, formado por los correspondientes 
dominios amino terminales (α1 y β1). Estas moléculas se expresan con alta densidad en la 
superficie celular de las células dendríticas (Figura 3B). Un aspecto muy relevante del 
sistema HLA, es su elevado polimorfismo.  
El locus de HLA es el principal factor de susceptibilidad genética en EC, en especial 
los alelos de susceptibilidad HLA-DQ2 y DQ8 poseen la mayor asociación encontrada en 
una patología de base inmune. Casi la totalidad de los pacientes celíacos expresan uno u 
otro de ellos. En población de origen europeo y en nuestra región, HLA-DQ2 se encuentra 
más frecuentemente que HLA-DQ8.  
La mayoría de los pacientes poseen una variable determinada de los 
heterodímeros DQ2, que se denomina HLA-DQ2.5, en la cual la cadena α esta codificada 
por el alelo HLA-DQ A1*05 y la cadena β codificada por el alelo HLA-DQB1*02.  
Por otro lado, el resto de los pacientes expresan heterodímeros HLA-DQ8, que 
están codificados por los alelos DQA1*03 y por DQB1*03:02. Una menor proporción de 
pacientes expresa una variante de DQ2, denominada DQ2.2, codificada por los alelos 
DQA1*-02:01 y DQB1*-02:02, que confiere el menor riesgo a EC (Abadie et al. 2011). 
 Existen muy pocos casos de pacientes celíacos que no expresan ninguno de estos 
tres haplotipos, y en ellos en general se encuentra HLA-DQ 7.5 (Karell et al. 2003). La 
distribución de los alelos DQ2.5, DQ8 y DQ2.2 entre los pacientes celíacos varía según las 
diferentes ubicaciones geográficas y etnias.  
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Las bases moleculares de la interacción entre los péptidos derivados de gluten y 
las moléculas de HLA-DQ2.5, DQ8 o DQ2.2 están bien establecidas (Meresse, Malamut, y 
Cerf-Bensussan 2012). Se sabe que estas moléculas, tienen preferencia por péptidos 
derivados de gliadinas con cargas negativas (debido a la deamidación de glutaminas por 
parte de TG2), pero sus posiciones de anclaje varían, por lo que el conjunto de péptidos 
preferencialmente unido es diferente en cada caso. Estudios de unión de péptidos y 
FIGURA 3.GENES Y MOLÉCULAS DE HLA IMPLICADAS EN ENFERMEDAD CELÍACA 
A.- Genes HLA que codifican moléculas MHC de clase II. Heterodímero de HLA CLASE 
II. B.- Moléculas de HLA implicadas en la patología de EC. C.- Sitios de Unión de 
residuos cargados negativamente en moléculas de HLA clase II. (Figuras extraídas y 
modificadas de Sollid et al. 2017). 
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capacidad de activación de linfocitos T indican que el riesgo relativo de estas moléculas 
es diferente y en orden creciente de riesgo es DQ2.5, DQ8 y DQ2.2 (Figura 3C). Las 
diferencias entre las preferencias de las posiciones de anclaje, identificadas en la figura 
como P1 a P9 y la probabilidad de encontrar los péptidos apropiados a esos sitios ha 
llevado a establecer algoritmos de predicción de secuencias inmunogénicas que permiten 
explicar las diferencias del impacto de cada variante alélica en la susceptibilidad de EC 
(Johansen et al. 1996; Vartdal et al. 1996; Godkin 1997).  
Sin embargo, es importante remarcar que estos alelos también pueden 
encontrarse en individuos sanos. Por lo tanto, si bien son necesarios para el desarrollo de 
la patología no son suficientes (Abadie et al. 2011). Es más, los genes HLA solo explican 
un 40% de la variabilidad genética en EC (Lundin y Sollid 2014). Diversos estudios 
realizados mediante GWAS (Hunt et al. 2008) describieron otros locus no asociados con 
HLA, capaces de explicar un 14% de la susceptibilidad genética (Lundin y Sollid 2014). 
Estos actúan como factores menores en la susceptibilidad a EC y podrían determinar 
otros aspectos de la patología, como formas de presentación y enfermedades asociadas. 
Se considera, además, que otros factores deben estar implicados como factores 
ambientales, infecciones virales, microbiota intestinal (De Silvestri et al. 2018), que 
describiremos a continuación.  
3.2. Infecciones virales  
Se han descripto asociaciones epidemiológicas entre infecciones virales y el 
desencadenamiento de EC (Abadie et al. 2011). En pacientes pediátricos se correlacionó 
mediante evidencia serológica la aparición temprana de EC con infecciones repetitivas 
con Rotavirus (Stene et al. 2006), Reportes recientes encontraron una asociación entre 
enterovirus y la aparición de EC (Kahrs et al. 2019). 
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En el 2017, el grupo de Bouziat et al. evidenció una relación entre infecciones 
víricas con reovirus y la pérdida de tolerancia al gluten (Bouziat et al. 2017). Los reovirus 
son virus de doble cadena de ARN (dsARN) que usualmente infectan a los humanos a lo 
largo de su vida (Tai et al. 2005). Este grupo utilizó dos virus para sus ensayos, un virus 
denominado T1L capaz de infectar el intestino, comprándolo con otra variante (T3D) que 
no era capaz de infectar. Estos estudios realizados en ratón emplearon el sistema de 
ovalbumina como antígeno dietario. Se mostró que TL1 pero no T3D, promueve un 
fenotipo inflamatorio. En aquellas células dendríticas que poseían antígenos dietarios, se 
produjeron IFNs tipo I, sobreexpresión de IRF1 que actuó promoviendo IL-12 e IL-27 en 
células dendríticas. Los autores mostraron que se producía un bloqueo de la conversión 
de células Treg y promovían una respuesta inmune del tipo Th1. Si bien se observó que 
los IFNs tipo 1 no eran requeridos para la ruptura de tolerancia, muy posiblemente 
contribuyan a la sobreexpresión de IRF1. Este grupo además comprobó que la infección 
con T1L, rompe la tolerancia oral al gluten e induce activación de TG2 en ratones 
transgénicos DQ8. 
Por otro lado, está descripto que la expresión de IFNα esta desregulada en pa-
cientes celíacos (Monteleone et al. 2001; Di Sabatino et al. 2007; Ráki et al. 2013) que fue 
relacionada en estudios de GWAS a TLR7/TLR8, asociados con infecciones virales 
(Abadie et al. 2011). Se observó que la población celíaca tenía títulos mayores de 
anticuerpos anti-reovirus y mayores niveles de expresión de IRF1 que la población 
control. Se propuso un modelo, en donde los reovirus pueden dejar una marca 
permanente en el programa transcripcional del huésped (Virgin 2014) alterar la 
homeostasis intestinal, iniciar la pérdida de tolerancia oral e inducir una respuesta TH1 
ante antígenos dietarios. 
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3.3. Disbiosis 
El intestino humano contiene 1014 microorganismos, con más de 1000 especies 
diferentes. Parte de estas comunidades tienen diversas funciones benéficas, aportando 
productos metabólicos, que nuestro organismo no produce, induciendo la generación de 
un entorno regulatorio y estimulando la función del sistema inmune de mucosas. Además, 
compiten con los patógenos siendo una herramienta para el control de infecciones 
entéricas. El balance en la microbiota es crítico para el huesped, sin embargo si existe 
algun cambio en la composición microbiana (disbiosis) volverá vulnerable al inestino al 
ingreso e infección por patógenos.  
La microbiota intestinal juega un rol importante en la correcta diferenciación del 
sistema inmune de mucosa intestinal, evidenciado mediante la utilización de ratones 
libres de gérmenes (GF) y gnotobioticos (M. Barone, Troncone, y Auricchio 2014; Junker 
et al. 2012). Estudios clinicos y en animales sugieren tambien que cambios en la 
colonizacion en etapas tempranas de la vida, aumentan la suceptibilidad a enfermedades 
inflamatorias cronicas y sensibilidad hacia antígenos alimentarios (C.-Y. Kim et al. 2004; 
Wal et al. 1998; Molberg et al. 1998). Existen estudios que describen alteraciones en la 
composicion microbiana intestinal en pacientes celíacos, algunas de las cuales se 
normalizan luego de que el paciente realiza una dieta libre de gluten (DLG)(Henderson 
et al. 2007). El grupo de la Dra. Verdu investigó si la composicion de la microbiota era 
capaz de influenciar respuestas inmunes al gluten en un modelo murino de ratones que 
expresaban el gen humano DQ8 y observaron que en el caso de ratones libres de 
patógenos específicos (DQ8-SPF), que poseían una microbiota compleja desarrollaban 
una respuesta atenuada al gluten, cuando se los comparó con ratones GF y SPF 
convencionales (Galipeau et al. 2015). Los ratones germ free poseían mayor número de 
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IELs, más marcadores de citotoxicidad en los IELs, anticuerpos anti-gliadinas y una 
respuesta T específica de gliadinas. Es difícil establecer la secuencia de eventos, y hoy se 
desconoce si la disbiosis precede y promueve el desarrollo de EC, o si es consecuencia del 
desarrollo de EC (Verdu, Galipeau, y Jabri 2015).  
La disbiosis se asocia a la activación de vías de la respuesta innata, como 
producción de IL-15 y de IFNs tipo I (S. M. Kim, Mayassi, y Jabri 2015), elementos 
poderosos en el control de la respuesta inmune local. En partciular, si bien los IFNs tipo I 
estan asociados a una respuesta antiviral, se conoce que las bacterias también pueden 
inducirlos (Perry et al. 2005).  
En la actualidad, se continúa investigando acerca de los factores de riesgo en EC, 
se especula que en sujetos con moderada suceptibilidad genética, la microbiota podría 
ser un factor que incremente el riesgo a EC. 
4. Modelos animales para el estudio de Enfermedad 
Celíaca 
A pesar de los esfuerzos realizados, hasta el momento no se ha logrado desarrollar 
un modelo animal que reproduzca las principales características de los cambios 
histológicos, moleculares y celulares observados en EC. Como sucede en otras patologías, 
estos modelos resultan de mucha utilidad, aunque debe reconocerse que solo reproducen 
aspectos parciales de la patogenia en estudio. 
Los primeros modelos animales emplearon una raza especial de perros (Setter 
Irlandés) (Polvi et al. 1997; Hall et al. 1992; Batt, Carter, y McLean 1984) o mono Rhesus 
(Mazumdar et al. 2010; Bethune, Borda, et al. 2008; Bethune, Ribka, et al. 2008). Estos 
modelos animales fueron capaces de desarrollar enteropatía dependiente de gluten, 
caracterizada por disminución de las vellosidades intestinales y aumento en el infiltrado 
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linfocitario. Sin embargo, estos animales no permitieron profundizar otros aspectos de la 
respuesta inmune y claramente no eran adecuados para hacer estudios experimentales 
sistemáticos. 
Diferentes aproximaciones experimentales en modelos animales fueron 
desarrolladas (muchas de las cuales se describirán en detalle más adelante). Para dar un 
ejemplo, se relacionó la alta expresión de IL-15 observada en pacientes celíacos, con la 
posibilidad que esta citoquina fuera un factor relevante en el modelo murino. Para esto, 
se generaron líneas murinas transgénicas que sobre-expresaban IL-15 en enterocitos vía 
un promotor de tejido. En este modelo, se observó inflamación en duodeno y yeyuno, 
atrofia de vellosidades e infiltrado linfocitario. Sin embargo, la respuesta no fue específica 
de gluten (Ohta et al. 2002). Otro grupo desarrolló ratones dobles transgénicos que 
sobre-expresaban IL-15 y eran HLA-DQ8 (Abadie et al. 2011). En este caso, se generaron 
células T CD4+ productoras de IFN específicas de gluten con aumento en el número de 
IELs, pero no se observó la presencia de atrofia vellositaria en estos animales.  
Como sabemos, la respuesta inmune adaptativa específica de gliadinas es el factor 
determinante de EC. Por lo tanto, con el fin de demostrar el rol de las células T CD4+ 
específicas de gluten, se desarrolló un modelo murino de transferencia de células T 
activadas específicas de gliadinas. Aunque este modelo murino reprodujo aspectos claves 
como cambios histológicos en intestino delgado luego de la administración oral de gluten, 
no permitió evaluar el rol de las moléculas de HLA-DQ2/8 (Freitag et al. 2009). 
Para abordar la implicancia de las moléculas de MHC clase II, se obtuvieron 
ratones transgénicos con las moléculas HLA de susceptibilidad: HLA-DQ8 (Black, Murray, 
y David 2002) o HLA-DQ2 (Pré et al. 2011; de Kauwe et al. 2009). Si bien, en estos 
modelos se inducían respuestas de células T específicas de gliadinas y producción de 
anticuerpos, fallaron en la generación de enteropatía o atrofia vellositaria. 
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Posteriormente, se desarrollaron ratones transgénicos DQ8 en un entorno de 
susceptibilidad para el desarrollo de autoinmunidad (NOD-DQ8)(Galipeau et al. 2011; de 
Kauwe et al. 2009; E. Marietta et al. 2004). En un trabajo en colaboración, empleando los 
ratones NOD-DQ8, nuestro grupo mostró el rol de las células T regulatorias (CD4+, CD25+, 
FOXP3+) en la inducción de la enteropatía (Galipeau et al. 2011).  A pesar de haberse 
generado una respuesta inmune específica, no se observó daño en la mucosa intestinal 
(atrofia vellositaria). Estas observaciones, comenzaron a construir parte de la hipótesis 
de nuestro trabajo (desarrollada más adelante): una respuesta inflamatoria exacerbada 
y/o sostenida en el tiempo es necesaria para el desarrollo de la enteropatía en un 
individuo genéticamente susceptible. 
5. Mecanismos de muerte celular asociados a 
Enfermedad Celíaca 
El epitelio intestinal se renueva muy rápidamente. Las células proliferan en las 
criptas y siguen un camino de diferenciación hacia la punta de la vellosidad. Allí se 
produce una muerte celular programada que permite una renovación constante. En 
condiciones homeostáticas este proceso es muy controlado, ya que la barrera epitelial 
debe conservar su integridad, a pesar de la muerte del enterocito,. Uno de los rasgos 
característicos de EC es la reducción de la altura de las vellosidades en intestino delgado 
proximal. Esto se ha relacionado con la muerte masiva de enterocitos. Los modelos 
utilizados consideran que esta muerte es consecuencia de la actividad citotóxica de los 
IELs (S. M. Kim, Mayassi, y Jabri 2015). En los IELs, se encuentran tres poblaciones 
mayoritarias de células: linfocitos con TCR α/β+ CD8+, linfocitos con TCR /+ y células 
NK. Aunque solo en el caso de los linfocitos TCR α/β+ CD8+ pudo observarse una respuesta 
específica (Mandile et al. 2017; Mazzarella et al. 2008). En conjunto, estas células son 
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activadas por IFNs tipo I e IFN, reconocen señales de estrés celular expresadas por los 
enterocitos y son inductores de apoptosis de enterocitos (Olaussen et al. 2002). La 
apoptosis se produce por señales generadas por receptores de activación presentes en 
los IELS (como NKG2D) y la actividad de perforina y granzimas (Sabatino et al. 2001), así 
como la participación del eje FAS/FASL (Claudio Giovannini et al. 2003). Si bien este es el 
modelo más aceptado, la confirmación experimental de estos mecanismos es escasa y es 
probable que existan otros procesos que participen en la muerte celular en la mucosa 
intestinal.  
6. Gluten y prolaminas 
El factor ambiental desencadenante de esta patología es un grupo de proteínas de 
alta homología, presentes en el endosperma de los granos de trigo, cebada y centeno. Por 
cuestiones culturales, en nuestra alimentación se emplea mayoritariamente trigo, razón 
por la cual, en general se refiere a este cereal como el factor de la dieta que determina la 
inducción de EC. En el caso de trigo, estas proteínas se clasifican de acuerdo con sus 
características de solubilidad (Osborne 1924). Como se muestra en la Tabla 1, siguiendo 
una extracción secuencial se pueden obtener las fracciones: albúminas, globulinas, 
gliadinas y gluteninas.  
Los péptidos derivados de las fracciones gliadinas y gluteninas son los que 
generan el desarrollo de EC. Estas proteínas, representan entre un 80 – 85 % del total de 
las proteínas de la harina de trigo, tienen muy baja solubilidad en medios acuosos, lo que 
entre otros efectos, hace difícil trabajar con ellas en ensayos biológicos. Estas fracciones 
a su vez pueden ser subdivididas. La separación en electroforesis a pH=3, permite separar 
las gliadinas en: α, β,  y , de acuerdo con su movilidad decreciente. Mientras que las 
gluteninas se separan en LMW y HMW (de las siglas en inglés, correspondientes a bajo y 
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alto peso molecular). Gliadinas y gluteninas tienden a agregarse y a unirse 
covalentemente mediante puentes disulfuro. Son las únicas proteínas en la naturaleza 
con la propiedad de formar una estructura viscoelástica, denominada gluten que es capaz 
de entrampar gas (Peter R. Shewry y Halford 2002; P. R. Shewry, Napier, y Tatham 1995). 
TABLA 1. CLASIFICACIÓN DE LAS FRACCIONES PROTÉICAS DE TRIGO 
 
Gliadinas y gluteninas es un conjunto complejo de proteínas con alta homología y 
polimorfismo. Pueden encontrarse hasta 150-200 proteínas diferentes en una variedad 
de trigo (P. R. Shewry et al. 1988; Veraverbeke y Delcour 2002). Las proteínas del gluten 
conforman una red, cuya elasticidad está determinada por los enlaces disulfuro 
intermoleculares entre las gluteninas, mientras que la viscosidad está determinada por 
la fracción monomérica de gliadinas, teniendo en cuenta solamente enlaces disulfuro 
intramoleculares. 
Dado que el gluten posee una gran cantidad de secuencias peptídicas repetitivas 
conteniendo aminoácidos como prolina y glutamina, es difícilmente degradado por las 
enzimas del tracto gastrointestinal (Hausch et al. 2002). De esta forma, péptidos largos 
puedan llegar al lumen intestinal y desencadenar luego una respuesta inmune que en 
individuos genéticamente susceptibles conducirá al desarrollo de EC (M. Barone, 
Troncone, y Auricchio 2014). 
Solubilidad Fracción 
Subfracción por separación 
electroforética 
Agua Albuminas - 
Soluciones salinas Globulinas - 
Etanol 40-70% Gliadinas α/β, ,  
Agentes reductores y 
desnaturalizantes 
Gluteninas 
LMW y HMW (bajo y alto peso 
molecular, respectivamente 
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7. Péptido p31-43  
Como mencionamos, a diferencia de los péptidos inductores de respuesta 
adaptativa existen otros péptidos, que no se unen a moléculas de HLA y generan una 
respuesta inflamatoria. El más estudiado es el p31-43 (LGQQQPFPPQQPY). Estudios in 
vitro han mostrado que p31-43 induce efectos tóxicos en líneas celulares epiteliales, así 
como también es capaz de ingresar a la célula, localizarse en vesículas tempranas y 
demorar su tráfico hacia vesículas tardías (Zimmermann et al. 2014; M. Barone, 
Troncone, y Auricchio 2014). Esto provoca estrés celular y producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) (Frossi et al. 2017; Luciani et al. 2010), induce apoptosis, 
aumento de permeabilidad y modificaciones de filamentos de actina (Iacomino et al. 
2013; Maiuri et al. 2003; Clemente et al. 2003). Ensayos empleando piezas de biopsias 
duodenales mostraron que el tratamiento con p31-43 inducía una respuesta innata 
(indicada por la expresión de IL-15, CD38, y ciclooxigenasa 2, (COX-2) así como también 
apoptosis de enterocitos (Maiuri et al. 2003). Se profundizará en los efectos de p31-43, in 
vitro e in vivo, en los capítulos I y II respectivamente. 
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 Hipótesis y objetivos 
Hipótesis general 
“Los péptidos de gliadinas inducen mecanismos de la respuesta innata en un modelo 
experimental murino de enteropatía.” 
Objetivo general 
Nuestro objetivo principal es estudiar etapas tempranas de la respuesta inmune 
innata en Enfermedad Celíaca mediante un modelo murino de enteropatía 
desencadenada por un péptido derivado de gliadinas, p31-43. Se utilizará un modelo 
murino de enteropatía mediante administración de p31-43 por vía intraluminal y se 
desarrollará un modelo mediante administración del péptido por vía oral. Se busca 
evaluar la inducción de una respuesta inmune innata in vivo a tiempos cortos y evaluar si 
el daño es especifico de la secuencia de aminoácidos de p31-43. Por otro lado, se 
estudiarán las vías de señalización implicadas en la enteropatía. Dado que no se ha 
identificado el receptor de p31-43, nos preguntamos cual es el mecanismo que origina 
esta capacidad de inducir respuesta inflamatoria. Es por eso que se analizarán aspectos 
estructurales de p31-43, de modo de evaluar si adopta conformaciones que permitan 
explicar las propiedades de daño. 
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 Capítulo I: Modelo murino de enteropatía 
inducida por el péptido p31-43  
1. Introducción 
En la actualidad no existe un único modelo animal de Enfermedad Celíaca capaz 
de reproducir todas las características de la patología. Se han desarrollado diversos 
modelos que contribuyeron de manera parcial a entender el rol de distintas moléculas y 
células claves en la patogenia de EC. Es relevante la generación de nuevos modelos 
animales, que permitan evaluar estrategias terapéuticas y profundizar en el 
conocimiento de los mecanismos de esta enfermedad. 
Algunos animales como caballos, perros y monos Rhesus desarrollan enteropatía 
dependiente de gluten de manera espontánea, con atrofia vellositaria parcial, aumento 
en el número de Linfocitos Intraepiteliales (IELs), y en la permeabilidad intestinal y, sólo 
en el caso de los monos, producción de anticuerpos anti-TG2 (E. V. Marietta y Murray 
2012). Por otro lado, se intentó desarrollar un modelo inducible de EC en Ratas Wistar 
AVN, libres de microorganismos, a las que se les administró gluten en dosis crecientes 
durante dos meses y se observó que los animales presentaron atrofia vellositaria e 
hiperplasia de criptas, así como también mayor número de IELs (Tlaskalová-Hogenová 
et al. 2004). Sin embargo, estos fenómenos fueron independientes de la presencia de los 
alelos de susceptibilidad de HLA tipo II y dado que estos contribuyen al 40% de 
predisposición genética en humanos, no resultaron útiles para el estudio de la patología. 
El primer modelo animal en demostrar la función de las células T CD4+ en la 
patología fue desarrollado por Freitag y col. 2009 utilizando ratones RAG1-/- que se 
encontraban en dieta libre de gluten (DLG) a los que se les transfirieron células T que 
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previamente habían sido estimuladas in vitro con gliadinas. Estos ratones presentaron 
cambios morfológicos intestinales, como atrofia de vellosidades e hiperplasia de criptas 
cuando recibieron gluten por vía oral (Freitag et al. 2009). Este modelo fue exitoso en 
lograr inducir un daño dependiente de moléculas de MHC II murino. Para estudiar el 
aporte de la susceptibilidad genética a la predisposición de EC, se desarrollaron 
complejas líneas de ratones transgénicos que posean genes, HLA-DQ2 y HLA-DQ8. En 
primer lugar, para analizar la contribución de moléculas HLA-DQ8, se obtuvieron ratones 
HLA-DQ8 transgénicos a los que se les inyectaron gliadinas y adyuvante de Freund. Luego 
de la administración de gluten por vía oral durante 3 semanas, se pudo observar 
proliferación de células T, acumulación de IELs y anticuerpos anti-gliadina. Sin embargo, 
no se observaron signos de atrofia vellositaria (Black, Murray, y David 2002). 
En segundo lugar, para abordar el estudio de la susceptibilidad genética a 
moléculas HLA-DQ2, un modelo utilizó ratones que expresaban HLA-DQ2 humano, con 
linfocitos T con receptores TcR humanizados y específicos de gliadina. Se observó que 
cuando se administró ovoalbúmina (OVA) como antígeno dietario, se produjo una 
respuesta específica y se indujeron células Treg FoxP3+. La ingestión de gliadina 
deamidada indujo proliferación de células T, que produjeron tanto IFN ϒ como también 
IL-10 (Pré et al. 2011). Otros modelos murinos utilizaron ratones que carecían de MHC II 
endógeno y eran transgénicos para CD4+ humano y los haplotipos HLA-DR3-DQ2. Estos 
animales recibieron una inmunización con un péptido de α-gliadina y se generaron 
células T CD4+ HLA-DQ2 restringidas específicas. Sin embargo, ante la exposición oral al 
gluten, los animales no desarrollan enteropatía.  
Otro modelo transgénico complejo, involucra animales que expresan el haplotipo 
HLA-DR3-DQ2, que poseen células T CD4+ humanas y generados en un background NOD, 
pero que tampoco desarrollaron patología luego del consumo de gluten. Estos modelos 
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de ratones humanizados indicaron que la ingestión de gluten pudo ser tolerada sin que 
se desarrolle patología intestinal. Esto implica que otros factores adicionales son 
necesarios para el desencadenamiento de la EC (de Kauwe et al. 2009). 
Por otro lado, se buscó estudiar la implicancia de IL-15, una citoquina que se 
encuentra sobre expresada en pacientes con EC e interviene en procesos de daño en el 
epitelio. Para esto se generaron líneas transgénicas murinas. Una de ellas, llamada h IL-
15Tge, expresaba una forma soluble de IL-15 humana bajo un promotor específico para 
enterocitos en ratones con TcR específico de OVA. Estos ratones presentaron retraso en 
el crecimiento, atrofia vellositaria y expansión de células TCD8+ granzimas B+. En este 
modelo, se demostró la reactividad frente a un antígeno dietario (Costes et al. 2015). Por 
otro lado, se trabajó con animales provenientes de la cruza de ratones HLA-DQ8 con 
animales que sobre expresaban IL-15 bajo el control de un promotor ubicuo (H2-Dd), que 
fueron alimentados con gliadinas durante 10 días. Aunque no se observó daño intestinal, 
presentaron niveles incrementados de anticuerpos anti-gliadinas y anti-TG2, aumento de 
la frecuencia de células T productoras de IFN, aumentó el número de IELs y se 
observaron defectos en la capacidad de generar células T regulatorias FoxP3+ (Abadie 
et al. 2011).  
Como podemos observar, existen múltiples modelos que estudian diferentes 
aspectos de la EC de forma segregada, en particular la respuesta T específica. Sin 
embargo, no se ha desarrollado aún un modelo in vivo que permita estudiar los 
mecanismos efectores de daño intestinal y las vías de señalización. Los modelos animales 
para el estudio de etapas iniciales de la enteropatía son herramientas útiles para estudiar 
los mecanismos tempranos en la patogenia de EC sobre los que no podemos tener 
información a partir de muestras humanas, ya que el paciente que se diagnostica posee 
la enfermedad activa hace un tiempo prolongado y variable. Además, estos modelos 
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permiten profundizar en el conocimiento de mecanismos básicos involucrados en la 
patología de manera de poder desarrollar nuevas estrategias preventivas y de 
tratamiento. 
Nuestro grupo de trabajo desarrolló un modelo de enteropatía murino que nos 
permitió evaluar inductores de la respuesta innata en ratones C57BL/6 (Araya et al. 
2016, 2014). El diseño experimental consistió en la administración intraluminal, en 
intestino delgado proximal mediante una técnica de microcirugía, de estímulos de la 
respuesta innata (Poly I:C) o de p31-43. Luego de 12 horas post -administración se realizó 
un análisis morfométrico en el intestino proximal, para evidenciar por primera vez in 
vivo, que la administración de estos inductores era capaz de inducir enteropatía 
intestinal.  
En este capítulo, utilizando el modelo de enteropatía tanto por administración de 
p31-43, por vía intraluminal como por intragástrica, profundizaremos el estudio de las 
vías de señalización, estrés y muerte celular involucradas en el daño intestinal, así como 
la selectividad de la respuesta frente a p31-43. Además, se empleará un modelo con 
ratones NOD-DQ8 para estudiar el efecto de p31-43 en un contexto genético de 
autoinmunidad y susceptibilidad genética. 
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2. Hipótesis  
La inoculación de p31-43 en el lumen intestinal de ratones C57BL/6 desencadena 
mecanismos de la inmunidad innata que conducen al daño de la mucosa intestinal y 
predisponen a una mayor respuesta frente al desafío con gluten en ratones 
genéticamente susceptibles. 
3. Objetivos específicos  
❖ Establecer un modelo de enteropatía inducido por administración intraluminal o 
intragástrica del péptido de gliadinas p31-43. 
❖ Determinar si la enteropatía inducida por p31-43 en el intestino delgado murino es 
específica de la secuencia del péptido.  
❖ Estudiar las vías de señalización de la respuesta innata involucradas en el daño 
inducido por p31-43. 
❖ Evaluar el impacto del daño en la mucosa intestinal causado por p31-43 sobre la 
respuesta inmune específica ante un desafío posterior. 
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4. Resultados 
4.1. Sección I: Evaluación de los efectos inducidos por 
administración intraluminal de p31-43 en un modelo murino 
Debido a que las gliadinas poseen una alta proporción de prolina y glutamina son 
difícilmente digeridas por enzimas del tracto digestivo y se generan péptidos bioactivos 
que son capaces de llegar al lumen intestinal e inducir respuestas tanto adaptativas como 
innatas (M. Barone, Troncone, y Auricchio 2014). Entre los péptidos resistentes a 
degradación se encuentra el péptido 33-mer p55-87 que puede unirse a HLA-DQ2/DQ8 e 
inducir una respuesta mediada por células T proinflamatorias (Th1). Por otro lado, se 
encuentra el péptido 13-mer p31-43, que no se unen a MHC clase II y por lo tanto, no es 
reconocido por células T (Calvanese et al. 2019; R. P. Anderson et al. 2000; Arentz-Hansen 
et al. 2000). 
El péptido p31-43 ha sido ampliamente estudiado in vitro y se le han asociado 
múltiples efectos biológicos, tanto en líneas celulares (Zimmermann et al. 2014; M. 
Barone, Troncone, y Auricchio 2014; Maria Vittoria Barone et al. 2010; Maiuri et al. 2003) 
como en cultivos ex vivo de biopsias de pacientes con EC (Paolella et al. 2017; Maria 
Vittoria Barone et al. 2007; Clemente et al. 2003). Los estudios in vitro demostraron que 
el p31-43 es capaz de ingresar a las células y ubicarse en vesículas tempranas 
ocasionando retraso en su maduración y estrés celular; induce aumento de proliferación 
de enterocitos dependiente de EGF (Epidermal Growth Factor); aumento de expresión 
mRNA de IL-15; muerte celular de enterocitos y estrés oxidativo (Luciani et al. 2010). Un 
estudio reciente del grupo de Nanayakkara, establece que el péptido p31-43 imita y 
aumenta la respuesta innata ante virus e interfiere con el tráfico endocítico (Nanayakkara 
et al. 2018). En este capítulo, utilizando un modelo murino de enteropatía, evaluamos si 
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el péptido de α-gliadinas (p31-43) es capaz de activar mecanismos de la respuesta 
inmune innata en la mucosa intestinal in vivo. 
4.1.1. Estudios realizados en un modelo murino con 
administración intraluminal de p31-43 por microcirugía  
4.1.1.1. Optimización del protocolo experimental  
Como se mencionó previamente, en nuestro laboratorio se desarrolló un modelo 
de enteropatía por administración intraluminal de p31-43(Araya et al. 2016, 2014). Se 
realizaron micro-cirugías con sobrevida en ratones C57BL/6 a los que se les inyectó un 
estímulo directamente sobre la primer asa del intestino delgado a 2 cm por debajo del 
estómago, luego se suturó la cavidad abdominal y se monitoreó el animal hasta su 
completa recuperación. En la descripción original de este procedimiento se empleaba 
anestesia inyectable fija utilizando Ketamina (80 mg/kg peso) y Xilacina (10 mg/Kg 
peso). Esta técnica posee la ventaja principal de que no se necesita un equipamiento 
especializado. Sin embargo, entre sus principales desventajas se encuentra el hecho de 
que una vez que se administra la dosis, esta no puede ser modificada y existe variabilidad 
en la respuesta de cada animal. Además, los agentes anestésicos utilizados causan 
depresión respiratoria en los animales, lo cual aumenta la mortalidad si no se cuenta con 
una oxigenación adecuada (Flecknell 2015). Finalmente, desde lo experimental 
observamos que la recuperación del animal luego de la cirugía se prolongaba 
normalmente por 50-60 minutos. 
 Con el fin de mejorar el bienestar animal, decidimos optimizar el proceso de 
inducción utilizando anestesia inhalatoria. Las cirugías se realizaron utilizando 
Isoflurano como anestésico (0,5 – 1 %). El Isoflurano es uno de los anestésicos más 
utilizados, ya que produce rápidamente la inducción y recuperación del plano anestésico 
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en el animal. Además, es un agente no irritante, no explosivo, no inflamable, que no se 
metaboliza y es completamente eliminado al ser exhalado. En cuanto a las desventajas 
podemos mencionar que esta técnica es más costosa y requiere de equipamiento 
específico para inducción del plano anestésico y para la extracción de los gases de 
desecho (Flecknell 2015). Sin embargo, la principal ventaja de la utilización de esta 
metodología es que posee una sobrevida de más del 90 %. Luego de la cirugía, se empleó 
un analgésico local como Lidocaina (2 %) para minimizar el dolor post quirúrgico en la 
zona donde se encuentra la sutura. Para aumentar la bioseguridad del operador, se 
trabajó en una cabina de seguridad biológica tipo II, con equipo de aspiración y venteo 
hacia el exterior. En todos los casos, se emplearon animales C57BL/6 machos de 6-8 
semanas de edad. Los protocolos experimentales fueron aprobados por la CICUAL de la 
Facultad de Ciencias Exactas (Protocolo 002-05-15 y 009-27-17). 
Una vez establecido el protocolo de anestesia, evaluamos si el volumen inoculado 
intraluminalmente luego de 16 horas correspondía a la sección de intestino delgado 
utilizada en la recolección de muestras. Este es un control importante pues permite 
determinar la distancia mínima alcanzada por el volumen de solución de estímulo 
administrada y de esta forma, conocer cuál es la longitud del segmento de intestino que 
puede ser procesada para los estudios posteriores (como histología, expresión de 
mediadores por qPCR, etc). 
Para realizar este ensayo se empleó una solución del colorante Azul de Evans 
(EBD) a una concentración de 1% (p/v). Este colorante puede unirse a albúmina y no es 
permeable cuando las células están intactas. En presencia de daño en la membrana 
plasmática, el colorante es capaz de ingresar en el citoplasma y el núcleo tiñendo las 
células de color azul. Para esta evaluación, a los ratones se les administró el mismo 
volumen utilizado en el protocolo convencional de microcirugía (100µL) o el doble (200 
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µL). Luego de 16 horas, se procedió al sacrificio y a la recolección del intestino delgado 
completo. En la figura 4, se muestran imágenes representativas de intestino de los 
animales luego de 16hs post estimulación. 
Se puede observar que luego de las 16hs, el colorante ha marcado 6,5 cm de 
intestino delgado cuando se administraron 100 µL y 14,7 cm cuando se administraron 
200 µL. Desde este ensayo en adelante solo se tomaron como máximo 5 cm de intestino 
delgado para la colección de muestras. 
Figura 4.Inoculación intraluminal de colorante azul de Evans en ratones 
C57BL/6 
Imágenes representativas de intestino delgado de ratones C57BL/6 luego de 16hs post 
inoculación intraluminal de una solución 1% (p/v) de Azul de Evans. Se muestran los 
intestinos delgados de ratones inoculados con 100 µL o 200 µl. Se usó una regla como 
referencia de la distancia alcanzada por el colorante 
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4.1.1.2.  Inducción de enteropatía en un modelo murino mediante 
inoculación intraluminal de p31-43 
4.1.1.2.1. Validación del modelo murino 
4.1.1.2.1.1. Inducción en ratones C57BL/6 
De acuerdo con el protocolo optimizado, esquematizado a continuación (Figura 5), 
se realizaron microcirugías en ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad, a los que 
se les inyectó intraluminalmente, a 2 cm del estómago, 100µL de una solución de péptido 
p31-43 (LGQQQPFPPQQPY), un péptido no relacionado (PNR) (LDPLIRGLLARPACALQV) 
o PBS como control de vehículo.  
 
FIGURA 5.ESQUEMA DEL DISEÑO EXPERIMENTAL DE INOCULACIÓN INTRALUMINAL DE 
P31-43 DE RATONES C57BL/6 
Se utilizaron ratones C57BL/6 de 7 a 8 semanas de edad a los que se les realizó una 
microcirugía con sobrevida para inocular p31-43 (1 µg/ratón o 10µg/ratón), péptido 
no relacionado (PNR) o PBS (vehículo). Para analizar la expresión de mediadores 
proinflamatorios se sacrificaron los animales luego de 4 horas y se tomaron muestras 
de intestino delgado. Por otro lado, con el objetivo de evaluar la inducción de 
enteropatía intestinal, se tomaron muestras luego de 16 horas de la administración 
intraluminal. 
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Se evaluaron los tratamientos con los péptidos a dos dosis: 1 µg/ratón y 10 
µg/ratón. Luego de 16 horas de la inoculación intraluminal se colectaron los intestinos y 
se tomó el tercio proximal para la evaluación histológica. En los cortes teñidos con 
Hematoxilina y Eosina (H&E) se realizó un análisis morfométrico, en el que se midió la 
relación entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas (relación V/C), 
así como el número de IELs. 
FIGURA 6. EL PÉPTIDO DE GLIADINAS P31-43 INDUCE DAÑO EN LA MUCOSA 
INTESTINAL EN UN MODELO EXPERIMENTAL MURINO EN C57BL/6 
Análisis morfométrico de secciones de intestino delgado proximal de ratones C57BL6 
tratados con p31-43, PNR o PBS. A.- Análisis de la relación longitud de la vellosidad/ 
profundidad de la cripta (relación V/C). B.- Recuento de Linfocitos Intraepiteliales 
(IELs) cada 100 enterocitos en 10 puntas de vellosidades al azar, en secciones de 
intestino de animales tratados con 10 µg/Ratón 16 h post tratamiento. C.- Análisis de 
la relación V/C y recuento de IELs, en secciones de intestino de animales tratados con 
1 µg/Ratón. Los resultados se presentan como la media ±SEM de N=5 ratones por 
grupo y son representativos de 3 experimentos. Test: Anova. *p<0,05; ****p<0,001. 
Post test-Bonferroni. 
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Mediante el análisis morfométrico, observamos que el tratamiento con una dosis 
de 10 µg/ratón de p31-43 produce reducción de la relación V/C (Figura 6 A), y aumento 
en el número de IELs (Figura 6 B) que son significativos comparados con los tratamientos 
con PNR o PBS. Luego, decidimos evaluar si una dosis 10 veces menor (1 µg/ratón), era 
capaz de producir efectos similares. Observamos que si bien, las diferencias son menos 
marcadas, continúan siendo estadísticamente significativas (Figuras 6 C y D).  
De este primer ensayo podemos concluir que el p31-43 tiene un potente efecto 
biológico, ya que aun en dosis 10 veces menores (1 µg/ratón) a las usadas en protocolos 
anteriores, es posible evidenciar daño en la mucosa intestinal.  
4.1.1.2.1.2. Inducción de enteropatía en ratones BALB/c 
En esta sección nos interesó evaluar si el modelo de enteropatía podía ser 
reproducido en ratones de una cepa diferente y pertenecientes a otro bioterio. Para esto, 
en ratones macho de la cepa BALB/c, se realizó un protocolo de administración 
intraluminal de p31-43 o PNR (10 µg/ratón) y 16h post estímulo se procedió al sacrificio 
y a la recolección del intestino delgado para la realización de un análisis morfométrico. 
En los ratones BALB/c tratados con p31-43 se observó una disminución en la relación 
V/C (Figura 7 A), así como también un incremento en el número de IELs (Figura 7 B). 
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Es de destacar que estos ensayos se desarrollaron durante una pasantía que 
realicé en el laboratorio de la Dra. Caetano Faría (Universidad de Mina Gerais, UFMG, 
Brasil) y los animales provinieron del Bioterio Central de la Universidad de Mina Gerais.  
La relevancia de estos resultados radica en que nuestro modelo de enteropatía 
puede ser replicado en animales de otras cepas y colonizados con una microbiota 
diferente. Esto es de suma importancia ya que posibilita trasladar este modelo a otros 
laboratorios y el uso de ratones de cepas diferentes.  
4.1.1.2.2. Especificidad de secuencia del daño inducido por p31-43 
Habiendo mostrado la inducción de enteropatía por p31-43 en el modelo murino, 
nos interesó verificar si la respuesta observada in vivo era debida estrictamente a su 
secuencia de aminoácidos. Como mencionamos, las gliadinas tienen alto contenido en 
FIGURA 7. EL PÉPTIDO P31-43 INDUCE DAÑO EN LA MUCOSA INTESTINAL EN RATONES 
BALB/C 
Análisis histológico de cortes de intestino delgado de ratones BALB/c 16h post 
administración intraluminal de PNR o de p31-43 (10 µg/ratón). A.- Análisis de la 
relación V/C. B.- Recuento de IELs. Los resultados se presentan como la media ±SEM 
de N=5 ratones por grupo. Estadístico: test T-Student. * p<0,05 ** p < 0,01. 
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prolina y glutamina en secuencias repetitivas y dado que no se ha encontrado un receptor 
para p31-43 (Paolella et al. 2018) este estudio resulta de relevancia. 
Para esto se utilizó el diseño experimental descripto en la figura 5. Se realizaron 
microcirugías en ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad y se les inyectó 
intraluminalmente 100 µL de una solución de 1 µg/ratón de diferentes péptidos de 
síntesis: p31-43 o dos péptidos que poseían la misma composición aminoacídica pero 
diferente secuencia, uno con secuencia invertida (Pinv) y otro con secuencia al azar 
(Pazar).  
FIGURA 8. EL PÉPTIDO DE GLIADINAS P31-43 INDUCE DAÑO SECUENCIA-ESPECÍFICO EN 
LA MUCOSA INTESTINAL DE RATONES C57BL/6 
A.- Análisis de la relación V/C y recuento del número de IELs en animales tratados por 
vía intraluminal con soluciones de péptidos a una dosis de 10 µg/ratón, 16 h post 
estimulo. B.- Análisis de la relación V/C y recuento del número de IELs en animales 
tratados por vía intraluminal con soluciones de péptidos a una dosis de 1 µg/ratón, 16 
h post estimulo. Los resultados se presentan como la media ±SEM de N=5 ratones por 
grupo. Estadístico: Test de Anova. ** p < 0,01; *p < 0,05. 
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Se tomaron muestras de intestino delgado a 4 o 16 h post administración, para la 
evaluación de la expresión de mediadores proinflamatorios, utilizando PCR cuantitativa 
y la evaluación morfométrica respectivamente. 
En la Figura 8A se presenta el recuento de IELs y la relación V/C en animales 
tratados con soluciones de péptidos a 1 µg/ratón, ya que era la menor concentración con 
la cual se evidenció enteropatía en el modelo. Se observó que sólo los ratones tratados 
con p31-43 presentaron una marcada disminución de la relación V/C y un mayor número 
de IELs.  
Por otro lado, repetimos el ensayo anterior evaluando una dosis de 10 µg/ratón 
de los péptidos de síntesis y se observó que, aún a una concentración diez veces mayor, 
sólo el grupo de ratones tratados con p31-43 fue capaz de inducir parámetros 
morfométricos característicos de daño (Figura 8 B). Este resultado demuestra que el 
daño en la mucosa intestinal es específico de la secuencia de aminoácidos de p31-43. 
En estudios previos, observamos que la expresión a nivel de mRNA de IFNγ, IFNβ 
y CXCL10, era inducida por p31-43 a tiempos muy cortos (4h post administración). 
Tomando esta información, decidimos utilizar la medida de estos parámetros más 
sensibles para evaluar el efecto específico de la secuencia de p31-43. Para esto, se analizó 
la expresión de estos mediadores proinflamatorios en animales C57BL/6 tratados con los 
diferentes péptidos de síntesis. 
En la Figura 9A, se puede observar que la expresión de IFNβ se encontró 
aumentada únicamente en el grupo de animales tratados con p31-43 (1 µg/ratón). Sin 
embargo, la expresión de CXCL10 no fue significativa luego de 4 horas post estímulo. En 
cuanto a IFNγ se pudo observar una tendencia al aumento que no llegó a ser significativa. 
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Decidimos repetir el ensayo anterior evaluando concentraciones 10 veces 
mayores (10 µg/ratón) de los péptidos de síntesis. En este caso se observó que solo p31-
43 fue capaz de inducir la expresión de los mediadores proinflamatorios IFNγ e IFNβ y de 
forma similar al ensayo anterior, no se observaron cambios en la expresión de CXCL10 
(Figuras 9 B).  En conjunto, estos resultados son muy relevantes en el contexto de nuestro 
modelo de enteropatía, ya que permiten demostrar que los efectos biológicos de p31-43 
observados in vivo son dependientes de su secuencia de P31-43 y no simplemente de la 
combinación de aminoácidos.  
FIGURA 9. EL PÉPTIDO DE GLIADINAS P31-43 INDUCE LA EXPRESIÓN SECUENCIA-
ESPECÍFICA DE MEDIADORES PROINFLAMATORIOS EN LA MUCOSA INTESTINAL DE 
RATONES C57BL/6 
Expresión de mRNA de mediadores proinflamatorios IFNβ, IFNγ y CXCL10 a 4 horas 
post-estímulo en ratones tratados por vía intraluminal con soluciones de péptidos a 
una dosis de A.- 10 µg/Ratón y B.- 1 µg/Ratón. Los resultados se presentan como la 
media ±SEM de 5 ratones por grupo. Estadístico: Test de ANOVA. ** p < 0,01, *p < 
0,05 
Capítulo I: Modelo murino de enteropatía inducida por el péptido p31-43 
43 
4.1.1.2.3. Implicancia de los receptores de interferones tipo I en la 
generación de enteropatía inducida por p31-43  
En estudios previos en nuestro laboratorio, buscamos investigar los mecanismos 
de señalización involucrados en la mediación de los efectos inducidos por p31-43. Para 
esto comenzamos con la evaluación de la vía MyD88, central a la respuesta inmune innata. 
Empleando ratones MyD88-/- no observamos inducción de daño por p31-43, pero si en 
animales de la cepa C3H-HeJ, deficientes en la vía de señal de TLR4. Estos resultados nos 
permitieron concluir que los mecanismos de daño inducidos por p31-43 son 
dependientes de MyD88 pero no de TLR4 (Araya et al. 2016).  
FIGURA 10. LOS CAMBIOS HISTOLÓGICOS INDUCIDOS POR P31-43 SON 
DEPENDIENTES DE IFN TIPO I 
Se utilizaron ratones KO para el receptor de IFNα inoculados intraluminalmente con p31-
43 o PBS y se reservó un grupo sin cirugía como control. Se realizó un análisis 
morfológico evaluando la relación V/C y recuento de IELs. A.- Resultados con p31-43 a 
10 µg/ratón B.- Resultados con p31-43 a 1µg/ratón. Los resultados se presentan como 
la media ±SEM de 5 ratones por grupo. Estadístico: test ANOVA. 
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Por otro lado, el análisis de varias citoquinas proinflamatorias mostró que p31-43 
induce un incremento de la expresión de IFNβ. Es por esto que para evaluar in vivo las 
implicancias de esta vía en la enteropatía inducida por p31-43, se utilizaron ratones 
Knock-Out para el receptor de INFα (IFNαR-/-). Siguiendo el protocolo descripto 
previamente (Figura 5), se administró intraluminalmente p31-43 o PBS, y se tomaron 
muestras de intestino proximal 16 h post inoculación. Se empleó un grupo de ratones sin 
cirugía, como control. Observamos que los ratones IFNαR-/- tratados con p31-43 no 
desarrollaron enteropatía con ninguna de las dosis evaluadas, 1 µg/ratón o 10 µg/ratón 
(Figura 10). Estos resultados muestran que los mecanismos de daño inducidos por p31-
43 requieren elementos de la vía de IFNs tipo I. 
4.1.2. Estudios realizados en un modelo murino de enteropatía 
con administración intragástrica de p31-43   
El modelo de enteropatía que emplea inoculación intraluminal mediante 
microcirugía se eligió en función de evitar complejidades en la interpretación de los 
resultados debido a efectos de la degradación del péptido a lo largo del tracto 
gastrointestinal. Este modelo fue funcional para evaluar los mecanismos de daño 
inducidos por p31-43, así como para realizar la comparación con péptidos controles. Sin 
embargo, esta técnica presenta algunas desventajas desde el punto de vista operativo, 
como el tiempo requerido para realizar cada intervención quirúrgica por animal 
(aproximadamente 15 a 20 minutos) y complicaciones propias de un procedimiento 
quirúrgico, como hipotermia, pérdida de fluidos o depresión cardio-respiratoria debido 
a la utilización de isoflurano como anestésico (Flecknell 2015). Esto puede afectar 
negativamente la sobrevida de los animales durante la cirugía y requiere un atento 
monitoreo por parte del operador. Finalmente, dado que el procedimiento quirúrgico 
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requiere el ingreso a la cavidad abdominal y la manipulación del intestino durante la 
inoculación del estímulo, se podrían generar artefactos en nuestros análisis. Aunque en 
estudios previos se incluyeron diferentes controles como la inoculación de PBS 
(vehículo), y de un péptido no relacionado, decidimos evaluar la vía intragástrica como 
forma de administración. En particular, este cambio de procedimiento obedece a 
consideraciones del bienestar animal, ya que aun habiendo introducido la anestesia 
inhalatoria y refinado los procedimientos de cuidado animal, es innegable que la cirugía 
es un procedimiento invasivo.  
La administración intragástrica.es una técnica económica, segura y, si es realizada 
de manera correcta, es indolora para el animal, además sólo requiere un buen manejo 
técnico por parte del operador (Turner et al. 2011). Entre sus ventajas se encuentra el 
FIGURA 11. ESQUEMA DEL DISEÑO EXPERIMENTAL DE INOCULACIÓN INTRAGÁSTRICA 
CON DIFERENTES DOSIS DE P31-43 EN RATONES C57BL/6 
Se utilizaron ratones macho de 7-8 semanas de edad de la cepa C57BL/6. Se 
administraron 200 µl de solución del péptido p31-43 por vía intragástrica, se 
evaluaron tres dosis de péptido, 5, 10 y 20 µg/ratón o PBS como control de vehículo. 
Luego de 16 horas se procedió al sacrificio de todos los grupos de animales y se 
colectaron los intestinos delgados para análisis morfométrico (relación V/C y 
recuento de IELs), de modo de seleccionar la dosis adecuada a la que se induce 
enteropatía en el modelo murino. 
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hecho de que se pueden administrar volúmenes mayores (Hedrich y Bullock 2004) y que 
no requiere el uso de un equipamiento complejo.  
En esta sección se utilizó el diseño experimental esquematizado en la Figura 11. 
Para seleccionar la correcta dosis de trabajo en este nuevo modelo de administración 
intragástrica, evaluamos diferentes dosis de estímulo con p31-43 (5, 10 y 20 µg/ratón) o 
PBS. Luego de 16 horas, se procedió al sacrificio y se colectaron los intestinos delgados 
para realizar análisis morfométricos en secciones teñidas con H&E.  
FIGURA 12. IMÁGENES REPRESENTATIVAS DE INTESTINO DELGADO A LAS DOSIS DE 
P31-43 ADMINISTRADAS INTRAGÁSTRICAMENTE 
En los paneles se presentan imágenes representativas de la histología realizada sobre 
secciones teñidas con H&E a diferentes dosis de p31-43 que posteriormente se 
utilizaron para realizar el análisis morfométrico. Panel superior: imágenes a 20X de 
vellosidades y criptas. Panel inferior: Imágenes a 40X de puntas de vellosidades. Las 
fechas amarillas indican IELs presentes en el tejido.  
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En la figura 12, se pueden observar imágenes representativas de la histología 
obtenida a las dosis de p31-43 utilizadas. Se realizaron mediciones de relación V/C de 
aproximadamente 20 vellosidades por ratón y el recuento de IELs/100 enterocitos en 10 
puntas de vellosidades elegidas al azar por cada ratón. 
En la Figura13 A se puede observar que para lograr un descenso significativo en la 
relación V/C con respecto al control de PBS, fue necesaria una dosis de 20 µg de p31-43.  
Por otro lado, en cuanto al número de IELs, se encontraron valores 
significativamente aumentados a las tres concentraciones de péptido evaluadas (Figura 
13 B). Es de destacar que el aumento del número de IELs, pareciera ser uno de los 
indicadores más sensibles al daño inducido por p31-43, ya que se requieren menores 
dosis de p31-43 para observar un aumento. Además, es interesante notar que el 
incremento en el número de IELs observado por la administración intragástrica de p31-
FIGURA 13. EVALUACIÓN DE LA ADMINISTRACIÓN INTRAGÁSTRICA DE P31-43 
A ratones C57BL/6 machos de 7-8 semanas de edad se le administró por vía intragástrica 
diferentes dosis de p31-43, 5,10 y 20µg/ratón respectivamente o PBS. Luego de 16h post 
administración, se procedió al sacrificio y se colectó el intestino delgado para su posterior 
análisis por histología sobre secciones teñidas con H&E. A.- Relación V/C. B.- Número de 
IELs. Los resultados se presentan como la media ±SEM de 5 ratones por grupo. Test 
ANOVA ** p < 0,01; *p < 0,05. 
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43, es menor que el observado en el modelo utilizando microcirugía e inoculación 
intraluminal.  
Este modelo de inoculación intragástrica resultó válido para la inducción de 
enteropatía murina en ratones C57BL/6 ya que los resultados obtenidos fueron 
consistentes con nuestro modelo previo de enteropatía inducida por inoculación 
intraluminal de p31-43. En base al análisis morfométrico se decidió continuar trabajando 
a 20 µg/ratón, ya que consideramos que esta concentración es la óptima. 
Luego, nos interesó evaluar si el daño producido por el péptido era transitorio y 
de ser así, en que tiempo se recuperaba la histología intestinal normal. Para esto se 
administró por vía intragástrica 20 µg/ratón de p31-43 y se evaluaron parámetros 
morfométricos luego de 4h, 16h, 48h, 72 h y 1 semana de estimulación (Figura 14). 
FIGURA 14.DISEÑO EXPERIMENTAL DE CINÉTICA CON P31-43 
Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad, 5 animales por grupo, 
a los que se les administró por vía intragástrica p31-43 a 20µg/ratón o PBS, esta 
administración fue considerada como el tiempo 0. Luego de 4, 16, 24, 48, 72 horas y 
1 semana post administración se sacrificaron los animales y se tomaron muestras de 
intestino delgado para realizar la evaluación histológica correspondiente sobre 
secciones teñidas con H&E. 
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En la figura 15 A, podemos observar que el tratamiento con p31-43 sólo indujo un 
descenso significativo de la relación V/C luego de 16 horas post administración 
intragástrica. Si bien a las 4 horas se observó que la relación V/C comenzó a disminuir, 
esto no fue significativo. Los valores de V/C se recuperan al nivel basal comparable con 
PBS, manteniéndose estables desde las 48 horas hasta la semana post administración.  
Podemos concluir que p31-43 induce daño histológico transitorio que se hace 
estadísticamente evidente a las 16 horas, recuperándose la arquitectura intestinal 
normal luego de 48 horas post estimulación. En cambio, el reclutamiento de IELs es más 
rápido (Figura 15 B), ya que aumentan de manera significativa a las 4 horas y este 
aumento se mantiene estable hasta las 72 horas. 
FIGURA 15. EVALUACIÓN CINÉTICA DE DAÑO CON P31-43 
A ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad se les administró por vía 
intragástrica de 20 µg de p31-43 o PBS (vehículo). A las 4h, 16h, 24h, 48h, 72h y 1 
semana post administración, se procedió al sacrificio y se colectaron los intestinos 
delgados para su posterior análisis por histología sobre secciones teñidas con H&E. A.- 
Relación V/C. B.- Recuento de IELs. Se utilizaron 5 ratones por grupo. Se utilizó un test 
estadístico ANOVA **** p < 0,001; ** p < 0,01; *p < 0,05.  Además de un test posterior 
de Bonferroni.  
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Sin embargo, luego de una semana se observa un descenso significativo de IELs, 
pero su valor continúa siendo significativamente mayor al nivel basal de IELs del grupo 
tratado con PBS. En conclusión, pudimos confirmar que el reclutamiento de IELs es un 
proceso más rápido y sensible que la remodelación tisular. Finalmente, se eligió continuar 
realizando los análisis morfométricos a las 16 horas post administración oral de p31-43 
a una dosis de 20 µg/ratón. 
.
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4.2. Sección II: Evaluación de efectos inducidos por la 
administración intragástrica de p31-43 en ratones NOD-DQ8 
 
La presente sección se realizó en colaboración con la Dra. Elena Verdú en 
Farcombe Institute, Mc.Master University, Hamilton, Canadá 
 
 
En la sección previa hemos demostrado que la administración de p31-43 induce 
cambios tempranos en la mucosa de intestino delgado proximal. En esta sección nos 
preguntamos si la alteración en la mucosa intestinal puede tener efectos a largo plazo 
sobre la inducción de la respuesta inmune.  
Para esto, realicé una visita al laboratorio de la Dra. Elena Verdú con el fin de 
desarrollar nuestro modelo de enteropatía empleando ratones de la cepa NOD-DQ8. Estos 
ratones tienen un background genético que predispone a autoinmunidad y expresan la 
molécula de MHC humano HLA-DQ8 (que como mencionamos es un alelo capaz de 
presentar péptidos derivados de gluten y fuertemente asociado a EC). La Dra. Verdú, en 
colaboración con nuestro grupo realizó estudios en ratones NOD-DQ8 y observó que la 
depleción parcial de células T regulatorias (CD4+ CD25+ FOXP3+) con un anticuerpo anti-
CD25 durante 2 semanas, seguida de la administración de toxina colérica y gliadina 
(digerida con pepsina y tripsina) por tres semanas, produjo un aumento moderado en el 
número de IELs, una disminución en la relación de V/C, además de alteraciones en la 
función de barrera epitelial intestinal (Galipeau et al. 2011). Es de destacar que el bioterio 
en la Universidad Mc Master (CAF) está acondicionado para realizar investigaciones 
sobre microbiota intestinal, utilizando animales libres de gérmenes (GF). Es decir, que 
posee numerosas barreras sanitarias, tanto de inclusión para prevenir el escape de 
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enfermedades desde el interior de las salas de animales al exterior, como de exclusión 
que evitan la entrada de cualquier microorganismo del exterior que pudiera provocar 
infecciones en los animales, o para simplemente cambiar la composición de su microbiota 
ya definida. 
Los animales SPF convencionales con los que trabajé, se encontraban en salas con 
menores barreras de exclusión, pero que para ingresar a ellas se requirió capacitación y 
acreditación de acceso. Los animales se encontraban en una habitación con antesala como 
barrera que contaba con materiales de protección primaria, como camisolín, cubrepies, 
cofia, barbijo autoclavados, y guantes. La habitación poseía aire filtrado con filtros HEPA 
y diferencia de presión con el exterior para evitar el ingreso de aire desde la antesala. Los 
animales se ubicaron en racks y cada cepa poseía ratones centinelas con los que se 
monitoreó la presencia de infecciones. Finalmente, dentro de la sala se encontraba una 
cabina de seguridad biológica tipo, 2 en la que se realizaron todos los procedimientos 
descriptos a continuación. A su vez, en esas instalaciones contaban con un control de la 
dieta muy estricto, los animales reciben alimento estéril con un porcentaje de grasa 
definido. Todas estas características resultaron esenciales para realizar evaluaciones a 
largo plazo del impacto de la alteración en la mucosa intestinal, inducido por p31-43.  
4.2.1. Efectos inducidos por la administración de p31-43 en 
ratones NOD-DQ8  
Dado que se trabajará con animales de otra cepa y en particular pertenecientes a 
un bioterio diferente, que se caracteriza por el estrecho control de los microorganismos 
que colonizan a los ratones, decidimos en primer lugar realizar una evaluación de la 
respuesta de estos animales ante la administración intragástrica de p31-43. Se procedió 
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a administrar por vía oral 20 µg/ratón a ratones NOD-DQ8 de 8 semanas. A las 16h se los 
sacrificó y se colectó el intestino delgado para realizar estudios de histología (Figura 16).  
El análisis morfométrico mostró un marcado aumento en el número de IELs, sin 
cambios significativos en la relación V/C (Figura 17). Como mencionamos anteriormente 
la variación del número de IELs resultó ser un marcador más sensible en la respuesta 
frente al tratamiento con p31-43.  
FIGURA 16. ESQUEMA DEL DISEÑO EXPERIMENTAL DE INOCULACIÓN INTRAGÁSTRICA DE 
P31-43 DE RATONES NOD-DQ8 
Se utilizaron ratones NOD-DQ8 hembras de 8 semanas de edad, 5 animales por grupo. 
Los mismos se encontraban en una dieta libre de gluten previo al tratamiento. Estos 
animales recibieron una inoculación intragástrica, con sondas plásticas descartables, de 
péptido p31-43 (20 µg/ratón) o PBS. Luego de 16h post inoculación se sacrificaron los 
animales y se tomaron muestras de intestino delgado, 2 cm por debajo del estómago, en 
la región del duodeno y se colocaron en formol (4 %v/v), para su posterior análisis 
histológico.  
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4.2.2. Expresión de mediadores proinflamatorios inducidos por 
p31-43 en ratones NOD-DQ8 
Para caracterizar la respuesta frente al tratamiento por vía intragástrica con p31-
43 en ratones NOD-DQ8, también se analizó el nivel de expresión de RNA mensajero de 
mediadores proinflamatorios previamente caracterizados en el modelo experimental 
murino, como IFNβ y CXCL10 a las 4 horas post inoculación. No obstante, en este caso se 
analizó además IL-1 α, pero luego de 16h post tratamiento (Figura 18). Se observó un 
incremento en los niveles de IFNβ con una media 15 veces mayor comparados a animales 
tratados del grupo control. 
FIGURA 17. EN RATONES NOD-DQ8, P31-43 INDUCE AUMENTO DEN EL NÚMERO DE 
IELS SIN DISMINUCIÓN SIGNIFICATIVA EN LA RELACIÓN V/C 
Ratones NOD-DQ8 fueron tratados por vía intragástrica con PBS o p31-43 (20 
µg/ratón). 16h post-tratamiento se colectaron los intestinos delgados y se realizó el 
análisis histológico sobre secciones teñidas con H&E. A.- Relación V/C y B.- número de 
IELs. N=5. Análisis estadístico: Test-t Student. * p<0,05.  
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En cambio, para IL-1α y CXCL10, se evidenció una disminución significativa. Es de 
destacar que estos mediadores son muy tempranos y que, por ejemplo, en estudios 
previos se describió que el pico de RNAm de CXCL10 se produce a las 4-6 horas post 
tratamiento con p31-43, normalizándose completamente a las 12h (Araya et al. 2016). En 
nuestro caso, no se pudo realizar la medida de expresión luego de 4 horas de tratamiento, 
debido a limitaciones en el uso de animales NOD-DQ8. 
Es de considerar, que los ratones de esta cepa no respondan de la misma forma 
que los animales de las otras cepas evaluadas (C57BL/6 o BALB/c), o bien que las 
características de la microbiota puedan influir. Este último aspecto es sumamente 
interesante y será discutido más adelante. Por lo tanto, si bien no se observó un cambio 
en la relación V/C como se esperaba, decidimos mantener el mismo protocolo de 
administración de p31-43 para los ensayos siguientes. 
 
FIGURA 18. NIVELES DE RNA MENSAJERO EN MUESTRAS DE INTESTINO DELGADO 
PROXIMAL DE RATONES NOD-DQ8 TRATADOS CON P31-43 
Ratones NOD-DQ8 fueron tratados por vía intragástrica con PBS o p31-43, 20 µg/ratón. 
16h post-tratamiento se colectaron los intestinos delgados y se realizó el análisis por qPCR 
de los niveles de RNAm de A.- IL-1α B.- IFNβ y C.- CXCL10. Se graficó la expresión relativa 
de CXCL10, IFN β e IL-1α analizada con el método ΔΔCT. Se utilizó HPRT como gen de 
referencia y todos los valores se normalizaron con el control de PBS. Se analizó 
estadísticamente utilizando un Test T-Student * p<0,05. 
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4.2.3. Efectos de la administración de p31-43 y posteriores 
desafíos con gluten en ratones NOD-DQ8  
En esta sección evaluamos si el daño transitorio producido por p31-43 puede 
tener consecuencias evidenciables a largo plazo, promoviendo la inducción de una 
respuesta adaptativa. El diseño experimental propuesto en este caso se ilustra en la figura 
19 y consistió en inducir alteración de la mucosa intestinal mediante una única 
administración de p31-43 (20µg/ratón) y luego de 16 horas, comenzar con la 
administración de gluten (3 veces por semana) durante cuatro semanas. 
En la Figura 20, se muestra que la relación V/C y el número de IELs no presentaron 
diferencias entre los animales pretratados con p31-43 comparado con PBS. En el caso de 
FIGURA 19. ESQUEMA DEL DISEÑO EXPERIMENTAL DE INOCULACIÓN INTRAGÁSTRICA 
DE P31-43 DE RATONES NOD-DQ8 
Se utilizaron ratones NOD-DQ8 hembras de 8 semanas de edad, 8 animales por grupo. 
Los mismos se encontraban en una dieta libre de gluten y baja en grasa (4%p/p) 
previo al tratamiento. Estos animales recibieron una inoculación intragástrica de 
péptido p31-43 (20 µg/ratón) o PBS, luego de 16h post administración oral, se 
iniciaron los desafíos con una solución de gluten (Sigma) 3 veces por semana, por un 
periodo total de 4 semanas, con 200 µL de solución conteniendo 2 mg gluten/ratón, 
diluido en ácido acético (0,02 M). Luego de completar 4 semanas de desafíos orales 
se realizó el sacrificio de los animales y se tomaron muestras de bazo para el ensayo 
de proliferación; de duodeno proximal, para histología y para el ensayo de 
permeabilidad con “ussing chambers”  
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la relación V/C, los valores obtenidos son similares a resultados previos obtenidos 
utilizando animales NOD-DQ8 en dieta libre de gluten, no tratados con el péptido p31-43 
(Araya 2015). 
4.2.4. Análisis de permeabilidad en intestino delgado de 
animales NOD-DQ8 luego de tratamiento con p31-43 y posteriores 
desafíos con gluten  
Resultados previos utilizando animales NOD-DQ8 pretratados con p31-43, pero 
utilizando administración intraluminal mediante microcirugía, mostraron cambios en la 
permeabilidad intestinal luego de dos semanas de administración de gluten en la dieta 
(Araya 2015). Nos interesó evaluar la permeabilidad intestinal empleando la 
administración intragástrica de p31-43 y extendiendo el período de desafíos con gluten 
a cuatro semanas. 
FIGURA 20. ANÁLISIS DE LA HISTOLOGÍA DEL INTESTINO DELGADO DE ANIMALES 
NOD-DQ8 LUEGO DE 4 SEMANAS DE TRATAMIENTO 
Ratones NOD-DQ8 mantenidos en dieta libre de gluten de 8 semanas fueron tratados 
por vía intragástrica con PBS o p31-43 (20 µg/ratón). 16 horas después comenzaron 
a recibir 2 mg gluten/ratón tres veces por semana. Cuatro semanas después se 
sacrificaron y se analizó la histología en segmentos de intestino delgado proximal en 
secciones teñidas con H&E. A.- Relación V/C, B.- número de IELs. Se utilizaron 8 
ratones hembra por grupo y se realizó un análisis estadístico test t-Student.  
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Para evaluar parámetros funcionales se empleó la técnica de “Ussing chamber” 
(Galipeau et al. 2011; de Kauwe et al. 2009; Verdu, Armstrong, y Murray 2009, 200). Para 
esto se tomó una sección de intestino delgado de aproximadamente 1,5 cm de largo de la 
región del duodeno, se cortó longitudinalmente y se obtuvo una lámina plana que se 
colocó en un soporte acrílico que expuso un área de 0.7 cm2 de tejido a 8 mL de buffer 
Krebs aireado con 95 % (v/v) de O2 y 5 %(v/v) de CO2 (pH= 7,3- 7,4). La sección plana de 
tejido tomó contacto, en su lado basal con un buffer con 10 mM de glucosa y en su lado 
luminal con un buffer con 10 nM de Manitol. El sistema se mantuvo a una temperatura 
constante de 37 °C. Se utilizaron electrodos para medir la diferencia de potencial de la 
membrana y para determinar la corriente transepitelial o corriente de cortocircuito (Isc). 
La misma refleja el trasporte activo de iones que ocurre en la membrana. A partir de este 
valor se puede calcular la resistencia eléctrica transepitelial (Rte), la cual refleja la 
integridad del tejido en relación con la permeabilidad paracelular. Por otro lado, la 
conductancia transepitelial (GTe) nos permite obtener información acerca del transporte 
pasivo de iones. Para el estudio del flujo de solutos o flujo isotópico a través del tejido, se 
utilizó un radioisótopo marcado denominado 51Cr-EDTA (1 µCi), el mismo no es 
metabolizado y es ampliamente utilizado tanto en animales como humanos, para el 
estudio cuantitativo del transporte paracelular a través del epitelio intestinal (H. et al. 
2003; Hug 2011). En nuestro sistema la sonda se agregó al compartimiento del lado 
basolateral de la mucosa y se tomaron muestras del lado luminal cada 30 minutos, 
durante 4 horas. Posteriormente, se midió la radioactividad en un contador de centelleo 
y se expresó como el porcentaje recuperado, sobre el total administrado.  
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El análisis de los segmentos de intestino de los animales tratados con PBS o p31-
43 y desafiados con gluten durante cuatro semanas no mostró diferencias en los 
parámetros de permeabilidad estudiados (Figura 21). 
4.2.5. Análisis de proliferación de células de bazo específicas de 
gliadinas luego de tratamiento con p31-43 y posteriores desafíos 
con gluten  
Como mencionamos, resultados previos (Araya 2015) demostraron que p31-43 
era capaz de exacerbar la respuesta subsecuente a gluten luego de 2 semanas de desafío 
con gluten. Se observó reducción en la relación V/C, aumento en el número de IELs, así 
FIGURA 21. EL PRETRATAMIENTO CON P31-43 NO INDUCE CAMBIOS EN LA 
PERMEABILIDAD INTESTINAL 
Ratones NOD-DQ8 mantenidos en dieta libre de gluten, fueron tratados por vía 
intragástrica con PBS o p31-43 (20 µg/ratón). 16 h después se comenzó la administración 
de gluten (2 mg/ratón) tres veces por semana. Cuatro semanas después se procedió al 
sacrificio y la recolección de los intestinos delgados. Segmentos de intestino delgado 
proximal fueron colocados en el equipo “Ussing Chamber” para la evaluación de A.- la 
corriente transepitelial en condiciones de corto circuito y voltaje constante, que se expresa 
como Isc (µAmp. Seg/cm2), B.- La conductancia transepitelial (Gt) expresada en (mS/cm2) 
y C.- el flujo del radio isótopo marcado 51Cr-EDTA. El mismo se agregó en el lado basolateral 
de la membrana y se tomaron muestras cada 30 minutos, durante 4 horas, del 
compartimiento de cara al lado apical del tejido. Se midieron las muestras utilizando un 
contador de centelleo y se expresaron los datos como flujo isotópico de 51Cr-EDTA (% 
hotch/h/cm2). Se utilizaron 7-8 ratones por grupo. El análisis estadístico se realizó con test 
T-student. 
Capítulo I: Modelo murino de enteropatía inducida por el péptido p31-43 
 
60 
como también aumento en la permeabilidad transcelular. Estos estudios se llevaron a 
cabo mediante inoculación intraluminal del péptido mediante microcirugía. 
En la presente sección, el objetivo fue evidenciar si el desafío con gluten posterior 
a la inducción de daño en la mucosa intestinal utilizando el péptido p31-43, podría inducir 
una respuesta antígeno específica. Con respecto al estudio anterior, se introdujeron 
cambios en el diseño experimental. Por un lado, la administración intragástrica reduce 
los efectos inflamatorios que pudieran ser inducidos por la administración intraluminal 
durante la microcirugía. Además, se extendió el estudio a cuatro semanas (Figura 19).  
Nuestro plan de trabajo proponía la evaluación de la respuesta antígeno-
específica, mediante un ensayo de proliferación in vitro de células obtenidas de ganglios 
mesentéricos. Sin embargo, como no pudo obtenerse un número suficiente de células 
para realizar todos los ensayos y sus controles, se recurrió a células de bazo.  
Para esto se utilizaron animales pretratados con p31-43 o PBS por 16 horas y se 
mantuvieron en dieta baja en grasas y libre de gluten. Estos animales fueron desafiados 
con gluten (2 mg/ratón) tres veces por semana, durante cuatro semanas. Luego, se 
extrajeron los bazos en condiciones de esterilidad y se obtuvieron esplenocitos aislados, 
que fueron re estimulados in vitro con gliadina digerida con pepsina y tripsina (PT-
Gliadina 0,5mg/mL) durante 4 días. Luego, se analizó por citometría de flujo y marcación 
con CFSE la proporción proliferante de células vivas CD3+CD4+. Se utilizaron dos 
controles positivos de proliferación uno con CD3 y CD28 unidos a la placa; y otro con CD3 
unido a la placa pero CD28 en solución. En la figura 22A, se muestra la estrategia de 
análisis de los datos de citometría, obtenidos de un control positivo de proliferación, 
mostrando la forma en que se realizó todo el análisis de los datos del experimento. 
Es interesante observar (Figura 22 B) que luego de que ambos grupos de ratones 
recibieron el desafío con gluten durante 4 semanas, solo el grupo que recibió el 
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pretratamiento con p31-43 por 16 horas, presentó una mayor proporción de células vivas 
proliferantes comparado con el grupo pretratado con el vehículo (PBS). Es importante 
remarcar que la proliferación de células de bazo observada no fue específica. Dado que 
no se observaron diferencias significativas entre las células re estimuladas con PT-
Gliadina comparadas a las que se incubaron únicamente con medio de cultivo. 
 
 
 
FIGURA 22. EL PRE-TRATAMIENTO CON P31-43 INDUCE PROLIFERACIÓN EN 
CÉLULAS DE BAZO DE MANERA NO ESPECIFICA PARA PT-GLIADINA 
En la figura se presenta (Panel izquierdo) la estrategia de selección aplicada a los 
datos obtenidos por citometría de flujo en el caso de un control positivo del grupo 
de animales pretratados con PBS. (Panel derecho) Se observa el porcentaje de 
proliferación de células de bazo vivas CD3+, CD4+ extraídas de ratones NOD-DQ8 (8 
animales por grupo) que recibieron un pre-tratamiento con p31-43 por 16 horas y 
un posterior desafió con gluten durante 4 semanas. Las células extraídas de bazo 
fueron marcadas con CFSE y desafiadas con PT-gliadina. Luego de 4 días se realizó la 
marcación con anticuerpos y se seleccionó la población de células de bazo vivas 
CD3+, CD4+. Se adquirieron los eventos utilizando un citómetro BD LSR II con 
software Cell Quest. El análisis de datos se realizó utilizando el software FlowJo.10. 
Estadística: ANOVA. *p<0,05 

Capítulo I: Modelo murino de enteropatía inducida por el péptido p31-43 
63 
5. Discusión 
La toxicidad de los péptidos de gluten radica en la composición y secuencia de los 
aminoácidos que los componen (Iacomino et al. 2013; Lebreton et al. 2012; Meresse, 
Malamut, y Cerf-Bensussan 2012). Los péptidos de gluten son difícilmente degradados 
por enzimas del tracto gastrointestinal debido que poseen secuencias repetitivas con alto 
contenido en prolina y glutamina, con pocos sitios de corte para las enzimas del tracto 
digestivo. Se ha descripto que estos péptidos son capaces de inducir una fuerte respuesta 
adaptativa en EC, así como también respuestas inflamatorias evidenciadas por ensayos 
in vitro (M. Barone, Troncone, y Auricchio 2014). Entre los péptidos más comúnmente 
asociados a la respuesta adaptativa encontramos al 33-mer, un péptido de α-gliadina que 
se une a moléculas de HLA-DQ2 e induce activación de linfocitos T CD4+. Por otro lado, se 
encuentra el péptido p31-43 cuya característica principal es que no es presentados por 
moléculas de HLA (Calvanese et al. 2019; Arentz-Hansen et al. 2000; R. P. Anderson et al. 
2000) y ha sido utilizado como inductor de respuesta innata en ensayos in vitro (con 
líneas celulares como CaCo-2) (Nanayakkara et al. 2018; Palová-Jelínková et al. 2013; M. 
Vittoria Barone et al. 2011) o ex vivo (trabajos sobre piezas de biopsia duodenal) (Hüe 
et al. 2004; Maiuri et al. 2003). Existen diversos estudios que caracterizaron los efectos 
in vitro de p31-43 en los que se mostró que induce muerte celular; estrés oxidativo; 
localización y retraso madurativo de vesículas y producción de citoquinas 
proinflamatorias, entre otros efectos (Nanayakkara et al. 2018; Frossi et al. 2017; Paolella 
et al. 2017; Zimmermann et al. 2014; Iacomino et al. 2013; Caputo et al. 2012; Abadie 
et al. 2011; M. Vittoria Barone et al. 2011; Luciani et al. 2010; Maria Vittoria Barone et al. 
2007; Green y Jabri 2006; Maiuri et al. 2003). Los estudios con p31-43 no sólo se 
restringen a su rol en la inducción de mecanismos efectores en el intestino delgado, sino 
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también a desordenes neurológicos. En un modelo murino de epilepsia se observó que 
p31-43 era capaz de exacerbar la neurotoxicidad inducida (Gerace et al. 2017). 
En la actualidad, no existe un único modelo que logre reproducir todas las etapas 
características de la EC, sino que estudian solo algunas de las etapas segregadas de la 
patología, en particular la respuesta adaptativa. En este trabajo de tesis nos enfocamos 
en el estudio de la respuesta inmune temprana en EC, utilizando un modelo murino de 
enteropatía, donde se evalúa los efectos biológicos del péptido de α-gliadina p31-43. 
En los experimentos iniciales de este trabajo de tesis emplee un modelo murino 
de enteropatía previamente desarrollado por nuestro laboratorio (Araya et al. 2016, 
2014). Este modelo consistió en la realización de una microcirugía con anestesia fija y 
sobrevida, en la que se administró p31-43 directamente en el lumen intestinal. Este 
protocolo experimental nos permitió asegurarnos de la dosis exacta que se administra al 
intestino, además de descartar variaciones en los resultados debido a diferencias en el 
tránsito gastrointestinal o en la degradación por enzimas digestivas de estos péptidos. A 
pesar de que contábamos con un protocolo ya establecido, es innegable que un 
procedimiento quirúrgico es invasivo. Es por esto que decidimos introducir cambios con 
la finalidad de mejorar el bienestar animal. En primer lugar, se modificó el tipo de 
anestesia utilizada, pasando de anestesia fija con Ketamina/Xilacina a anestesia 
inhalatoria mediante isoflurano transportado en una corriente de oxígeno medicinal. El 
isoflurano es un anestésico que produce inducción más rápida en roedores y a diferencia 
de la anestesia con Ketamina/Xilacina, no altera la temperatura ni la frecuencia 
respiratoria durante el periodo quirúrgico, siendo el anestésico de elección (Jiron et al. 
2019). 
Las principales desventajas de la microcirugía, desde el punto de vista del 
bienestar animal, es la baja sobrevida de los animales (aproximadamente 70 %) y el 
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hecho de que una cirugía con sobrevida es un procedimiento complejo en el cual el animal 
puede experimentar dolor. Desde el punto de vista experimental, la realización de una 
microcirugía puede inducir una respuesta inflamatoria debido a la misma técnica 
quirúrgica. Finalmente, desde el punto de vista operativo, esta técnica requiere como 
mínimo de dos personas altamente entrenadas en procedimientos quirúrgicos y 
anestésicos; así como también equipamiento específico para anestesia inhalatoria y una 
cabina de seguridad biológica de tipo 2 con salida de aire al exterior.  
Tomando todos estos factores en consideración, decidimos refinar nuestros 
procedimientos y desarrollar un modelo basado en la administración intragástrica del 
estímulo. El mismo presenta importantes ventajas con respecto al modelo anterior como 
ser sobrevida del 100% de animales; ausencia de artefactos inflamatorios relacionados 
con la cirugía; disminución en la complejidad del procedimiento (se requiere solo una 
persona entrenada para su realización); es una técnica más simple y económica ya que 
no se requiere equipamiento específico como el sistema de administración del anestésico. 
Solo es necesario contar con sondas intragástricas adecuadas y adquirir el entrenamiento 
en la administración lo que la hace una técnica apta para su traslado a otros laboratorios. 
Sin embargo, entre las desventajas de la administración oral de p31-43, podemos 
mencionar que se desconoce la dosis efectiva de estímulo que llega al lumen del intestino 
delgado proximal. Debido a esto decidimos realizar una curva dosis-respuesta evaluando 
diferentes concentraciones de p31-43 administradas por vía intragástrica y analizar los 
parámetros morfológicos, relación V/C y número de IELs (Figura 13). Mediante este 
estudio pudimos determinar que la dosis optima de trabajo con el péptido p31-43 es 
20µg/ratón. Además, es importante resaltar que estos ensayos confirman que el aumento 
del número de IELs es un marcador muy sensible en la respuesta a p31-43 ya que se 
observó que a menores dosis de estímulo con p31-43, se incrementó significativamente 
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el número de IELs. En el caso de la relación V/C solo se observaron cambios significativos 
a una dosis de 20µg/ratón. Esto puede deberse a que las señales necesarias para el 
aumento de IELs son de magnitud menor a las requeridas para un profundo cambio 
histológico o bien se conforman a partir de diferentes vías. Siendo este un punto de 
interés de nuestro futuro trabajo. 
Hemos desarrollado el modelo de enteropatía de ratones de la cepa C57BL/6, sin 
embargo, nos interesó reproducir el modelo en ratones BALB/c pertenecientes a otra 
cepa con otro background genético y en particular con otra microbiota. Se utilizaron 
ratones provinieron del bioterio de la Universidad Federal de Minas Gerais en Belo 
Horizonte, Brasil y fueron amablemente cedidos por la Dra. Caetano Faria. Se observó que 
en esta cepa se indujeron cambios significativos en la morfología intestinal, aunque 
menos marcados que los obtenidos en la cepa C57BL/6. Estos resultados fueron 
relevantes para nuestro trabajo ya que evidencian que nuestro modelo puede ser 
transferible a animales de esta cepa. El hecho de que los cambios hayan sido 
estadísticamente significativos, pero menos marcados que los obtenidos en C57BL/6, 
puede deberse a diferencias en la microbiota entre bioterios. Existen estudios que 
demuestran que diferentes cepas de ratones poseen diferente composición de 
microbiota. Es más, la misma cepa de ratones, pero proveniente de diferentes 
proveedores, posee una composición de microbiota diferente (Choo et al. 2017; Ericsson 
et al. 2015; Hoy et al. 2015; O’Connor, O’Herlihy, y O’Toole 2014; Brinkman et al. 2013; 
Campbell et al. 2012; Kovacs et al. 2011; Benson et al. 2010; Deloris Alexander et al. 
2006). Diferencias basales en la composición de microbiota pueden, entre otros efectos 
generar respuestas diferenciales de la función de la barrera epitelial intestinal (Horne 
et al. 2019),. volveremos sobre este punto más adelante.  
Capítulo I: Modelo murino de enteropatía inducida por el péptido p31-43 
67 
Dado que p31-43 induce efectos muy rápidos, como aumento de mediadores 
proinflamatorios luego de 4 horas post-estimulación y cambios en la morfología 
intestinal luego de 16 horas de administración, se pensó que éstos deberían estar 
mediados por un receptor de superficie celular que genere señales intracelulares. Sin 
embargo, como mencionamos, no se ha podido identificar el receptor de p31-43 (Paolella 
et al. 2018). Por lo que, en este trabajo de tesis nos interesó evaluar si los mecanismos de 
daño inducidos por p31-43 eran dependientes de su secuencia de aminoácidos. Para 
responder a esta pregunta evaluamos distintos péptidos de síntesis que poseían la misma 
composición aminoacídica que p31-43 pero difieren en la secuencia, uno tenía la 
secuencia invertida y el otro al azar. Observamos que, a ambas concentraciones 
evaluadas, solo p31-43 generó disminución de la relación V/C y aumento del número de 
IELs. Además, sólo p31-43 indujo mediadores proinflamatorios (IFNβ e IFNγ) luego de 4 
horas post estimulación. Estos ensayos demuestran que la secuencia de p31-43 es 
determinante de los efectos biológicos observados (Gómez Castro et al. 2019). 
Considerando la rápida respuesta in vivo frente a la administración de p31-43, 
decidimos estudiar las vías de señalización involucradas. En especial las de IFNs tipo I. 
Esta vía está exacerbada en mucosa intestinal de pacientes con EC. Se observó que los 
niveles de transcriptos de MxA, gen de la vía de IFNs tipo I, se encontraban aumentados 
en el epitelio de pacientes celíacos, así como también que la inducción de IL-15, en 
respuesta a infecciones virales era dependiente de IFNαR (Iacomino et al. 2016). Además, 
en un modelo experimental in vivo se evidenció la relación entre infección por retrovirus, 
donde está involucrada esta vía, y la pérdida de tolerancia hacia antígenos dietarios 
(Bouziat et al. 2017). En línea con estas observaciones, decidimos evaluar ratones    
IFNαR-/- tratados con p31-43, que no mostraron cambios en la relación V/C, o el número 
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de IELs. Por lo que podemos concluir que esta vía es necesaria para el desarrollo de 
enteropatía inducida por p31-43.  
Otras vías también han sido evaluadas. Estudios recientes describen que p31-43 
se une a la membrana de mastocitos de pacientes celíacos e inducen la activación de la 
vía de NFκβ (Frossi et al. 2017). También se ha propuesto que p31-43 imita la respuesta 
innata inducida por virus de doble cadena de ARN, interfiere con el tráfico vesicular de 
TLR7 en compartimientos endosomales, y esto puede activar la señalización de MAP 
quinasas vía TLR7/MyD88 que desencadena en la activación de la vía de MAP quinasas 
(Nanayakkara et al. 2018). En línea con estas observaciones, en nuestro modelo 
experimental demostramos que los mecanismos de enteropatía y muerte celular 
inducidos por p31-43 requieren de MyD88, y que no dependen de TLR4(Araya et al. 
2016). 
Finalmente, en este capítulo se estudió si la administración de p31-43 podía 
modificar el curso de la respuesta inmune frente a desafíos posteriores con gluten. Para 
esto se emplearon ratones de la cepa NOD-DQ8, los cuales poseen un aumento de 
susceptibilidad a reacciones autoinmunes y expresan la molécula de HLA-DQ8 
fuertemente asociada a EC (E. Marietta et al. 2004). Estos ratones fueron empleados por 
el grupo de la Dra. Verdú (Universidad McMaster, Canadá) en el desarrollo de un modelo 
de enteropatía. Para esto, se depletaron parcialmente las células T regulatorias mediante 
un anticuerpo anti-CD25 y posteriormente se administró toxina colérica y gliadina por 3 
semanas. Se observó un descenso en la relación V/C y un aumento moderado en el 
número de IELs (Galipeau et al. 2011). El modelo de enteropatía mediante administración 
intraluminal de p31-43 empleando cirugía, fue evaluado previamente por nuestro grupo 
en estos animales NOD-DQ8 y observamos que luego de 12 horas post administración de 
p31-43, no se produjeron cambios en la morfología intestinal sino solo un aumento 
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moderado en el número de IELs. Llamativamente hubo un incremento en la longitud de 
las vellosidades sin que hubiera cambios en las criptas (Araya et al. 2016). En el presente 
trabajo, evaluamos la inducción de enteropatía a las 16 horas mediante administración 
intragástrica. De manera análoga, a lo observado anteriormente, los animales tratados 
con p31-43 no presentaron cambios en la morfología a tiempos cortos, pero si hubo un 
aumento significativo en el número de IELs (Araya et al. 2014). 
Dado que estudios previos con estos animales reportaron que la sensibilización 
con gliadinas resultó en una disfunción de la barrera intestinal y en una enteropatía leve 
(Galipeau et al. 2011), evaluamos si podía generarse una consecuencia funcional a largo 
plazo. Para esto, ratones NOD-DQ8 recibieron por vía intraluminal, mediante cirugía, 
10µg/ratón de p31-43 y luego de 12 horas se los desafió por vía intragástrica con 2mg de 
gluten/ratón, 3 veces por semana durante dos semanas en total y se analizaron 
parámetros morfológicos y alteraciones en la funcionalidad de la barrera intestinal. Se 
observó una disfunción de la barrera intestinal evidenciada mediante un aumento en la 
permeabilidad paracelular y una enteropatía intestinal leve, con disminución en la 
relación V/C y aumento en el número de IELs.  
Nuestro objetivo en el presente trabajo fue evidenciar si el pretratamiento con 
p31-43 era capaz de condicionar un ambiente proinflamatorio que desencadenara una 
respuesta adaptativa ante sucesivos desafíos con el antígeno. Para esto, se introdujeron 
cambios en el diseño experimental. El péptido p31-43 fue administrado por vía 
intragástrica (20µg/ratón), y partir de las 16 horas se desafió con gluten (2mg/ratón), 
tres veces por semana durante cuatro semanas. Al finalizar las cuatro semanas no se 
observaron cambios en la relación V/C, ni en el número de IELs. Estos resultados 
concuerdan con estudios previos realizados en el laboratorio de la Dra. Verdú en los que 
se observó que ratones NOD-DQ8 considerados limpios y libres de patógenos (SPF) no 
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presentaron variaciones en el número de IELs luego del desafío con gluten, pero si lo 
hacían los animales libres de gérmenes (“Germ-free”) (Galipeau et al. 2015). Tampoco se 
detectaron cambios en los parámetros asociados a la permeabilidad intestinal entre 
ninguno de los grupos: “pretratamiento con PBS + gluten” o “pretratamiento con p31-43 
+ gluten”. 
En cuanto a la proliferación de células de bazo de animales NOD-DQ8, se pudo 
observar que solo el grupo de ratones NOD-DQ8 pretratados con p31-43 evidenciaron un 
marcado incremento en el porcentaje de células T de bazo vivas CD3+CD4+ proliferantes. 
Sin embargo, este incremento no fue específico. Este fenómeno puede deberse a que p31-
43 no es reconocido específicamente por células T pero puede contribuir a la creación de 
un entorno proinflamatorio que ayude a que se incremente la proliferación de células de 
bazo, luego de múltiples desafíos con gluten durante 4 semanas. 
En estudios realizados en ratones HLA-DQ2 transgénicos, que expresaban un 
receptor TcR humanizado restringido a DQ2, se evaluó la inducción de proliferación en 
bazo y en NLM luego de la administración de Gliadina o de OVA como control. Este grupo 
observó que los animales DQ2 a los cuales se les administró gliadina no presentaban 
proliferación específica en ganglios mesentéricos pero si en el bazo, tanto luego de 48 
como de 72 hs post re-estimulación. Estas células de bazo en división poseían un perfil 
proinflamatorio Th1, caracterizado por la secreción de IFNγ e IL-6 (Pré et al. 2011). En 
nuestro caso, por cuestiones técnicas, no pudimos analizar las citoquinas producidas por 
estas células proliferantes, sin embargo, resultaría de gran interés en el futuro. 
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6. Conclusiones  
El modelo desarrollado previamente por nuestro grupo que empleó la inoculación 
intraluminal de estímulos mediante microcirugía fue funcional para evaluar los 
mecanismos de daño inducidos por p31-43, las dosis necesarias y su comparación con los 
péptidos controles, evitando complejidades en la interpretación de los resultados debido 
a efectos de la degradación a lo largo del tracto gastrointestinal. De esta forma, pudimos 
comprobar que la inoculación directa en el lumen es capaz de producir cambios en la 
morfología intestinal, así como también la inducción de mediadores proinflamatorios 
tempranos tanto en ratones C57BL/6 como BALB/c, aun en diferentes bioterios. 
A su vez, realizamos un cambio relevante en el procedimiento pues pudimos 
evidenciar que p31-43, administrado intraluminalmente, induce enteropatía. El efecto 
biológico fue observado a la concentración habitualmente usada, pero llamativamente 
también a una concentración 10 veces menor. Lo cual sugiere que p31-43 tiene alta 
potencia tóxica. 
Por otro lado, evidenciamos que la enteropatía inducida por p31-43 es específica 
de su secuencia aminoacídica, ya que evaluando dos péptidos de síntesis con la misma 
composición de aminoácidos que p31-43 pero una secuencia al azar y otra invertida, solo 
p31-43 induce enteropatía. Finalmente evaluamos los efectos del péptido de gliadinas en 
un modelo crónico de enteropatía y no observamos alteraciones en la morfología 
intestinal, ni en la permeabilidad de la barrera intestinal luego de 4 semanas de desafíos 
con gluten. Sin embargo, el péptido p31-43 pudo inducir un ambiente proinflamatorio 
que llevó a mayor porcentaje de células T CD3+ CD4+ vivas comparado con animales 
pretratados con el control (PBS), es llamativo que este aumento en la cantidad de células 
proliferantes totales no fue específico para PT-gliadina. 

  
 
CAPÍTULO II 
 
ANÁLISIS DE MECANISMOS DE 
ESTRÉS Y MUERTE CELULAR 
INDUCIDOS POR EL PÉPTIDO  
p31-43  
 

Capítulo II: Análisis de mecanismos de estrés y muerte celular inducidos por el péptido p31-43 
75 
 Capítulo II: Análisis de mecanismos de 
estrés y muerte celular inducidos por el 
péptido p31-43 
1. Introducción 
Debido a su secuencia aminoacídica, las proteínas de trigo son parcialmente 
degradadas por las enzimas del tracto gastrointestinal. Un caso particular es el péptido 
p31-43, que puede generarse a partir de α-gliadinas como producto de la digestión por 
enzimas gástricas, pancreáticas y del ribete en cepillo (Iacomino et al. 2013; Mamone 
et al. 2007). Es de destacar que, hasta la fecha, no se ha podido encontrar un receptor que 
medie su internalización (Paolella et al. 2018). Por esto, se propuso que p31-43 podría 
ingresar a la célula mediante una interacción directa con la membrana celular (Di Pisa, 
Chassaing, y Swiecicki 2015). En cambio, Zimmerman et al. mostraron que p31-43 es 
capaz de ingresar a células CaCo-2 mediante un proceso activo que requiere la presencia 
de Ca+2 en el medio de cultivo (Zimmermann et al. 2014). Luego de su ingreso, el p31-43 
se localiza en vesículas endocíticas tempranas e interfiere con su tráfico normal hacia 
vesículas tardías, efecto que produce estrés de retículo (M. Barone, Troncone, y Auricchio 
2014). De manera análoga, estudios en fibroblastos obtenidos a partir de piel de 
pacientes celíacos, mostraron que p31-43 ingresa por endocitosis a la célula (Paolella 
et al. 2017). Estos estudios mostraron que, si bien p31-43 ingresa y media diversos 
efectos en la célula muy rápidamente, se desconoce el mecanismo molecular involucrado. 
Los primeros ensayos ex vivo, con piezas de biopsias duodenales de pacientes 
celíacos, mostraron que el péptido es capaz de inducir apoptosis de células epiteliales 
mediante la activación de la respuesta inmune innata (Maiuri et al. 2003). También se 
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observaron efectos tóxicos de p31-43 en células CaCo-2, que fueron relacionados con 
aumento en la permeabilidad celular (Iacomino et al. 2013) y polimerización del 
citoesqueleto de actina (Clemente et al. 2003; Iacomino et al. 2013). En el estudio de 
señales y mediadores de la respuesta innata, se observó que p31-43 activa la vía de IFNs 
tipo I, con incremento de MxA e IFNα, en intestino delgado de pacientes celíacos. Además, 
en células CaCo-2, se observó que el péptido puede actuar de manera similar a un 
estímulo viral utilizando las vías TLR7/MyD88 que participarían activando MAPKs, ERK 
y C-jun (Nanayakkara et al. 2018). Por otro lado, se describió que el tratamiento con p31-
43 demoró el tráfico de los compartimientos endosomales tempranos y esto se relacionó 
con la activación de la vía de TLR7 (Nanayakkara et al. 2018).  
Otros estudios in vitro mostraron que p31-43 induce estrés celular y producción 
de especies reactivas de oxígeno (ROS) en mastocitos y células CaCo-2 (Frossi et al. 2017; 
Luciani et al. 2010). La producción de ROS depende de diversas reacciones enzimáticas 
que ocurren en varios compartimentos celulares, incluyendo el citoplasma, las 
mitocondrias y los peroxisomas (Forrester et al. 2018; Ray, Huang, y Tsuji 2012; 
Thannickal y Fanburg 2000). La pérdida de la homeostasis del estado redox está 
íntimamente relacionada con el desarrollo de desórdenes intestinales. ROS regula 
procesos de proliferación, migración y diferenciación del epitelio, modulando las vías de 
señalización wnt/β-catenina y Notch (Pérez et al. 2017). En particular, en intestino 
delgado de pacientes con EC activa, el estrés oxidativo media múltiples efectos como 
apoptosis y diferenciación alterada del epitelio (Zimmer et al. 2010), además de marcado 
descenso en los niveles de expresión de enzimas anti-oxidantes y anti-inflamatorias 
(Rothem et al. 2007). Ensayos in vitro mostraron que las gliadinas aumentan los niveles 
de productos de la peroxidación lipídica, como la oxidación del glutation, demostraron 
que existe una relación entre el estado redox del enterocito y su susceptibilidad al daño 
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por péptidos de gliadinas (Rivabene, Mancini, y De Vincenzi 1999). Además, se describió 
que la acumulación de p31-43 en vesículas produce aumento de los niveles de O2-, H2O2, 
peroxinitritos y peróxidos lipídicos, en biopsias duodenales de pacientes celíacos 
(Zimmer et al. 2010). En base a estas observaciones, se postula que en la mucosa 
intestinal, el estrés oxidativo podría ser relevante para los mecanismos involucrados en 
el daño tisular (Diosdado, Van, y Wijmenga 2005; Sabatino et al. 2001; Rivabene, Mancini, 
y De Vincenzi 1999). Si bien, actualmente existen múltiples modelos in vitro para el 
estudio de los efectos de p31-43 no se reportaron estudios in vivo asociados al desarrollo 
de enteropatía y a la producción de mediadores proinflamatorios, que evidencien que 
este péptido desencadena mecanismos de daño en la mucosa intestinal. Es por esto, que 
en este capítulo nos interesó evaluar mecanismos de daño asociados a muerte celular y 
estrés, inducidos por p31-43. Tanto en el modelo murino descripto en el capítulo 
anterior, como en líneas celulares humanas que podrían ser relevantes para el estudio de 
etapas tempranas de la patogenia de EC. 
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2. Hipótesis  
“P31-43 induce mecanismos de estrés y muerte celular en un modelo murino de 
enteropatía y en líneas celulares humanas.”  
3. Objetivos específicos  
❖ Estudiar la inducción de mediadores de estrés luego de la administración de p31-
43 en un modelo murino de enteropatía. 
❖ Estudiar la inducción de mediadores de estrés luego del tratamiento con p31-43 
en las líneas celulares THP-1. 
❖ Determinar si la inoculación de p31-43 en el modelo murino de enteropatía genera 
apoptosis. 
❖ Evaluar si el tratamiento de líneas celulares THP-1 y HT29 con p31-43 genera 
apoptosis. 
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4. Resultados 
4.1. Sección I: Evaluación de la inducción de estrés y muerte 
celular en un modelo murino de enteropatía 
4.1.1. Inducción de estrés en un modelo murino de enteropatía 
Como mencionamos, se ha descripto una relación entre la producción de especies 
reactivas del oxígeno en células epiteliales y la citotoxicidad inducida por gliadinas 
(Luciani et al. 2010; Monguzzi et al. 2019). Por esa razón, nos interesó evaluar si p31-43 
es capaz de inducir moléculas asociadas a estrés como especies reactivas de 
oxígeno/nitrógeno (ROS/NOS), en el modelo in vivo de enteropatía. 
En estos ensayos, p31-43 fue administrado a ratones machos de la cepa C57BL/6 
de 7 a 8 semanas de edad y se sacrificaron a 4 o 16 h post estimulación. Posteriormente 
se tomaron muestras de intestino delgado las cuales se procesaron para obtener una 
suspensión celular de la fracción epitelial. Para el análisis de la expresión de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) y nitrógeno (NOS) se utilizó la sonda DCFDA (2’,7’ –
diclorofluorescin diacetato). Esta sonda detecta los aniones hidroxilos, radicales 
peroxilos y la actividad de otras especies reactivas de oxígeno dentro de la célula, 
generando un compuesto fluorescente medible mediante citometría de flujo. Además, se 
utilizó Ioduro de propidio (IP) para poder diferenciar las poblaciones de células muertas 
de las vivas con producción de ROS.  
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4.1.1.1. Producción de ROS en células epiteliales intestinales aisladas 
de ratones tratados con p31-43 
Mediante citometría de flujo se analizaron células epiteliales aisladas de intestino 
delgado proximal de ratones. En la Figura 23 se presenta la estrategia utilizada para el 
estudio, la misma nos permitió diferenciar tres poblaciones celulares: las células doble 
positivas ROS+/IP+, las células simple positivas ROS+/IP- y la proporción de células 
muertas positivas para ioduro de propidio, IP+. 
FIGURA 23. ESTRATEGIA DE SELECCIÓN DE POBLACIONES POR CITOMETRÍA DE FLUJOS 
PARA EL ANÁLISIS DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  
Estrategia de análisis de los datos de citometría de flujo de la fracción epitelial aislada 
de intestino delgado. En primer lugar, se seleccionó mediante FSC/SSC, la población 
celular de interés sin debris. Dentro de esta población se graficó en el eje Y FL3-(IP) y 
en el eje X FL1-(ROS). Posteriormente, se graficaron tres regiones utilizando los 
controles simple marca, que diferencian tres poblaciones: ROS+/IP+; ROS+/IP-; IP+. Se 
graficó un histograma de FL1, en las primeras dos poblaciones y se midió la mediana 
para cada muestra.  
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En células epiteliales aisladas del intestino delgado de ratones tratados por vía 
intragástrica con p31-43 o PBS, no se observaron diferencias entre las poblaciones doble 
positiva ROS+/IP+, ni en las células IP+ luego de 4h (Figura 24 A y C) o 16 h (Figura 24 D y 
F) post administración. En el caso de la población ROS+/IP- a las 4 h se pudo observar una 
tendencia al aumento de ROS en el grupo de ratones tratados con p31-43 comparado con 
el grupo control con PBS (Figura 24 B), llamativamente a las 16 h se evidenció una 
tendencia a la disminución de ROS en el grupo de ratones tratados con p31-43 
comparados con el control (Figura 24 E). Sin embargo, estas variaciones no fueron 
significativas. 
FIGURA 24. ANÁLISIS DE LA PRODUCCIÓN DE ROS EN LA FRACCIÓN DE CÉLULAS 
EPITELIALES 4H Y 16 H POST TRATAMIENTO CON P31-43 
Análisis por citometría de flujo de células de la producción de ROS y muerte (Ioduro de 
propidio) en células epiteliales extraídas del intestino delgado proximal de ratones 
C57BL6 tratados con p31-43 o PBS. Panel superior: células aisladas de ratones luego 
de 4 horas de tratamiento. Panel inferior: Células aisladas de 16 horas. A/C.-Mediana 
de FL1 para la población ROS+/ IP+. B/E.- Mediana de FL1 para la población ROS+ IP-. 
C/F.- Porcentaje de células IP+. En grupos de ratones tratados con p31-43 o PBS como 
controlen todos los experimentos se utilizaron 5 animales por grupo. Estadística: Test 
T-Student no pareado. 
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4.1.1.2. Estudio de BIP en intestino delgado de ratones tratados con 
p31-43 
BIP es una molécula de vida media larga (≥48 horas) cuya función se encuentra 
asociada al estrés del retículo endoplasmático (RE) causado por la acumulación de 
proteínas mal plegadas (Sano y Reed 2013). En condiciones homeostáticas, BIP se 
encuentra unida a PERK y ATF6 para mantenerlas inactivas, pero cuando aumenta la 
cantidad de proteínas mal plegadas en el interior del RE se inicia el proceso denominado 
UPR (respuesta a proteínas mal plegadas) para reestablecer la homeostasis. Si estos 
mecanismos no son suficientes, se produce un cambio en la respuesta hacia señales pro-
apoptóticas que llevarán a la muerte, a aquellas células que se encuentren dañadas 
irreversiblemente. En este proceso, BIP se libera de los complejos con PERK y ATF6 
(Wang et al. 2011) se transloca al citoplasma y se asocia a la membrana plasmática donde 
puede actuar como un receptor celular para proteínas pro-apoptóticas como Par-4, que 
son capaces de activar la cascada FADD/Caspasa-8/Caspasa-3 (Burikhanov et al. 2009). 
Con el fin de evaluar si la administración intragástrica de p31-43, puede inducir 
estrés celular in vivo, se estudió la expresión de BIP como indicador de estrés de retículo 
mediante inmunofluorescencia de cortes de intestino delgado proximal de ratones luego 
de 16h de tratamiento.  
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En la figura 25 A, se muestran imágenes representativas de la marcación de BIP 
en muestras de intestino delgado de animales tratados con p31-43 o PBS, además del 
control de isotipo correspondiente. En la figura 25 B, se muestran imágenes a mayor 
aumento de regiones con células que expresaban BIP distribuida en el citoplasma. 
Utilizando estas imágenes se realizó un recuento, de las células BIP+ por área total, que 
FIGURA 25. EXPRESIÓN DE BIP EN INTESTINO DELGADO 
Imágenes representativas de inmunofluorescencia de cortes de intestino delgado de 
ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad luego de 16h de la administración vía 
intraluminal de p31-43 (10 µg/ratón) o PBS. Secciones de 5 µM se marcaron con un 
anticuerpo anti-BIP (dilución 1 /100, Cell signalling) conjugado a FITC o su 
correspondiente control de isotipo. Se tomaron imágenes utilizando un microscopio 
confocal Leica. A.-Imágenes representativas a 20X de control de isotipo, ratones 
tratados con PBS y ratones tratados con p31-43. B.-Imágenes representativas a 63X. 
Las flechas indican células BIP+. Se muestra un zoom con tres células positivas para BIP 
en donde se observa su localización citoplasmática. 
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muestra un aumento significativo de células BIP+/Área en intestino delgado de ratones 
tratados con p31-43 (Figura 26). 
 
4.1.2. Análisis de muerte celular inducida por p31-43 en un 
modelo murino de enteropatía  
Como mencionamos, p31-43 tiene diferentes efectos biológicos, entre los cuales se ha 
descripto la inducción de muerte celular (Maiuri et al. 2003). Dado que este es un 
fenómeno de sumo interés en nuestro modelo de enteropatía, realizamos estudios para 
profundizar el conocimiento sobre las vías de muerte celular inducidas por p31-43.  
En primer lugar, se utilizó la técnica de TUNEL que es una determinación de elección 
cuando se desea detectar la presencia de células apoptóticas en el tejido. Este método se 
basa en la marcación de los extremos libres de ADN, productos de la fragmentación 
enzimática. Por otro lado, se complementaron estos análisis con estudios de la expresión 
a nivel de RNA mensajero de dos moléculas indicadoras de eventos pro y anti apoptóticos, 
FIGURA 26. P31-43 INDUCE UN AUMENTO DE CÉLULAS BIP EN INTESTINO DELGADO 
Se analizó por inmunofluorescencia la expresión de BIP en cortes de intestino delgado de 
ratones C57BL/6 machos de 8 semanas de edad luego de 16h de administración 
intraluminal de p31-43 (10 µg/ratón) o PBS. Sobre las imágenes de inmunofluorescencia 
se realizó el recuento de las células BIP+ por área total tejido (tanto de epitelio como lamina 
propia) medida utilizando el software Image J. Estadístico: Test de Student ***p<0,001 
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bax y bcl-2, respectivamente, en células epiteliales aisladas de intestino. Se realizó la 
determinación de la expresión de estos mediadores mediante PCR cuantitativa, para 
luego obtener una relación bax/bcl-2. 
4.1.2.1. Inducción de muerte celular en células epiteliales extraídas de 
ratones tratados con p31-43 
Se ha descripto en la bibliografía que la muerte celular se encuentra aumentada 
en el epitelio intestinal de pacientes con EC activa (Moss et al. 1996). Aunque nuestro 
modelo experimental no intenta reproducir la patogenia de EC creemos que, en parte, los 
mecanismos de muerte celular en el intestino murino podrían ser equivalentes a los que 
se observan en el intestino delgado de pacientes con EC. Considerando resultados previos 
de nuestro grupo donde mostramos que, luego de 12 horas post estimulación 
intraluminal con p31-43, se produjo un incremento de apoptosis en intestino delgado 
(Araya et al. 2016), nos interesó evaluar la inducción de muerte en células epiteliales 
intestinales aisladas de ratones C57BL/6 tratados con p31-43 o PBS, administrados 
intraluminalmente y analizados luego de 16 horas.  
Para esto, se realizó el análisis por citometría de flujo de células epiteliales aisladas 
de intestino delgado, marcadas con Anexina V e Ioduro de propidio (IP). Este análisis da 
información sobre los mecanismos de apoptosis temprana y tardía respectivamente. En 
la Figura 27 A, se observa que p31-43 indujo un aumento significativo del porcentaje de 
células epiteliales doble positivas (Anexina V+/IP+), comparado con los animales del 
grupo control.  
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Por otro lado, se determinó mediante PCR cuantitativa, la relación bax/bcl-2 en 
las mismas células epiteliales aisladas de intestino, luego de 16h de tratamiento (Figura 
27 B). En este caso, se observó una tendencia al aumento del cociente bax/bcl-2 en 
ratones tratados con p31-43. En conjunto, ambos estudios evidencian un incremento en 
la muerte celular en animales tratados con p31-43. 
4.1.2.2. Evaluación de muerte celular en el tejido intestinal murino 
inducida por p31-43 
Con el fin de evaluar el proceso de muerte celular, decidimos aplicar la técnica de 
TUNEL en piezas de intestino delgado de ratones luego de 4h o 16h de administración 
intragástrica de p31-43 o PBS. En la Figura 28, se presentan imágenes representativas 
FIGURA 27. P31-43 INDUCE IN VIVO APOPTOSIS EN CÉLULAS DEL EPITELIO INTESTINAL 
Ratones C57BL/6 machos de 7-8 semanas de edad fueron tratados conp31-43 
(10µg/ratón) o PBS mediante administración intraluminal. Luego de 16 h los animales 
se sacrificaron y se tomaron muestras de intestino delgado. A.- A partir de 10 cm de 
intestino se aisló la fracción epitelial intestinal y se marcaron con Anexina V e Ioduro 
de propidio para posterior análisis por citometría de flujo. N=5 ratones por grupo, test 
T-Student *P<0,05. B.- Análisis de RNAm de bcl-2 y bax a partir de RNA total obtenido 
de células epiteliales intestinales mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los 
resultados se analizaron mediante el método ΔΔCT y se expresaron como relación 
bax/bcl-2. N= 4 ratones por grupo. Análisis estadístico: test T-Student. 
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obtenidas con un microscopio de fluorescencia y un microscopio confocal, en donde se 
observan células TUNEL+ tanto en epitelio, como en lamina propria.  
En estas imágenes se puede observar una mayor proporción de células positivas 
en los animales tratados con el péptido. Se realizó una evaluación cuantitativa mediante 
FIGURA 28. DETECCIÓN DE MUERTE CELULAR POR TUNEL EN INTESTINO DE ANIMALES 
TRATADOS POR VÍA INTRAGÁSTRICA CON P31-43 
Se muestran imágenes representativas obtenidas en microscopio de fluorescencia 
(Nikon Ti Eclipse), de cortes de intestino delgado de ratones C57BL/6 tratados por vía 
oral con p31-43 (20 µg/ratón) o PBS. Luego de 4 o 16 horas de la administración, las 
muestras de intestino fueron incluidas en parafina y se procedió a realizar la técnica de 
TUNEL. El análisis de imágenes se realizó con el software Image J y se superpusieron 
los canales: verde (TUNEL) y azul (DAPI, núcleos). Aquellas células que presentaron co-
localización entre verde y azul, aparecerán de color cián y se consideraron TUNEL 
positivas. En el panel superior A, B, C.- se observan imágenes a 20X de los diferentes 
tratamientos (PBS, p31-43 a 4 y 16 horas) y se señalan las células túnel positivas con 
flechas blancas. En el panel inferior observamos imágenes tomadas con el microscopio 
confocal Olympus FV1000 de modo de obtener imágenes con mayor resolución a un 
aumento de 63X. D.-Se pueden observar células color cían en las puntas de las 
vellosidades. 
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el recuento de células TUNEL+ por área total de tejido y se observó un aumento 
significativo de estas células, en el intestino delgado de ratones tratados con p31-43, 
tanto a 4 como a 16 horas (Figura 29). 
Hemos mostrado que la administración de p31-43, induce un aumento 
significativo del porcentaje de células epiteliales doble positivas para Anexina/Ioduro de 
propidio, aumento de la relación proapoptótica (bax/bcl-2), y aumento del número de 
células TUNEL+.  
FIGURA 29. P31-43 ADMINISTRADO POR VÍA ORAL INDUCE MUERTE CELULAR EN 
INTESTINO DELGADO PROXIMAL 
Se realizó un recuento de células TUNEL+ sobre imágenes obtenidas como se indica en 
la figura 28, utilizando el software Image J, midiendo el área total de tejido y 
evidenciando las células TUNEL+ (color cian). Se graficó el promedio del recuento de 
un mínimo de 5 imágenes por ratón. Al valor promedio de cada grupo de tratamiento, 
se les restó un control negativo de marca inespecífica de nucleótidos, realizado con 
muestras que no fueron tratadas con la enzima desoxitransferasa terminal (Tdt). N=5 
ratones por grupo. Análisis estadístico ANOVA no pareado. *p < 0,05. 
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4.2. Sección II Evaluación de mecanismos de muerte celular y 
estrés inducido por administración de p31-43 in vitro 
4.2.1. Análisis de la producción de ROS in vitro  
En la bibliografía se encuentran descripciones del aumento de ROS inducido por 
péptidos de gliadinas (Luciani et al. 2010; Claudio Giovannini et al. 2003). Con el fin de 
evaluar si en nuestro sistema se podía evidenciar la inducción de ROS por p31-43, se 
FIGURA 30. ESTRATEGIA DE SELECCIÓN DE POBLACIONES POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
PARA EL ANÁLISIS DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
Estrategia de análisis por citometría de flujo de la producción de ROS en líneas 
celulares de interés. En primer lugar, se seleccionó mediante FSC/SSC, la población sin 
debris. Luego esta población se dividió en IP y ROS. Posteriormente se identificaron 
dos regiones utilizando los controles simple marca, que diferencian dos poblaciones: 
ROS+/IP-, ROS+/IP- Se graficó un histograma de FL1, de las primeras dos poblaciones 
y se midió la mediana para cada una. En el análisis estadístico se compararon los 
promedios de las medianas para cada tratamiento mediante un test T-Student no 
pareado.  
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estudió una líneas celular denominada THP1 (modelo de monocito/macrófago humano). 
Las células fueron incubadas por 6h con p31-43 (100 µg/mL) o medio de cultivo y luego 
fueron marcadas con la sonda DCFDA. En el análisis por citometría de flujo se incluyó la 
marca con ioduro de propidio para diferenciar las células muertas. La estrategia de 
selección de poblaciones se presenta en la Figura 30. Se evaluaron las poblaciones 
ROS+/IP+ y las células vivas ROS+/IP- y el porcentaje de células muertas (IP+) para cada 
tratamiento. 
El tratamiento con p31-43 durante 6 h no indujo variaciones en la producción de ROS 
en células THP1 (ROS+/IP+ o ROS+/IP-) con respecto al control (Figura 31 A, B). Tampoco 
se observaron diferencias entre tratamientos, en cuanto a la proporción de células IP+ 
(Figura 31 C). 
FIGURA 31. LOS NIVELES DE ROS EN CÉLULAS THP-1 NO VARÍAN LUEGO DE  6 HORAS 
DE TRATAMIENTO CON P31-43 
Células THP1 fueron incubadas por 6h con p31-43 (100µg/mL) o medio de cultivo 
(sin estimular), luego, se marcaron con la sonda DCFDA para evaluar ROS y con 
ioduro de propidio (IP). Se grafica el resultados del análisis de citometría de flujo: A.- 
expresión de ROS (mediana) en células IP y B.- expresión de ROS (mediana) en células 
IP, C.- Proporción de células IP+. N:5. Estadístico: Test Student no pareado. 
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4.2.1.1. Análisis de inducción de apoptosis in vitro en líneas celulares 
THP-1 y HT29  
Para extender el análisis de la inducción de muerte celular por p31-43 decidimos 
evaluar las células HT29 y THP1, mediante la marcación Anexina V/Ioduro de propidio. 
Observamos que las células de la línea THP-1 tratadas con p31-43 presentaron una mayor 
proporción de células Anexina V+/IP+, mientras que no se observaron diferencias en las 
células HT29 (Figura 32 A).  
 
4.2.2. Despolarización del potencial de membrana mitocondrial 
en células THP-1  
Una característica distintiva de las etapas tempranas de la muerte celular 
programada es la disrupción mitocondrial activa, asociada a la vía intrínseca de 
apoptosis. Esta disrupción, incluye cambios en el potencial de membrana y alteraciones 
del potencial REDOX de las mitocondrias. Estas modificaciones en el potencial de 
FIGURA 32. EL PÉPTIDO P31-43 INDUCE MUERTE CELULAR EN CÉLULAS THP-1 PERO 
NO EN CÉLULAS HT29 
A.- Células HT29 y B.- THP1 se incubaron con p31-43(100 µg/mL) o medio por 6. Las 
células se marcaron con Anexina V y con Ioduro de propidio (IP). Posteriormente se 
evaluó por citometría de flujo el porcentaje de células AnexinaV+/IP+ para las 
diferentes líneas celulares. Estadístico utilizado: Test T-student no pareado ** p<0,05. 
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membrana son debidas a la apertura de poros de transición que alteran permeabilidad 
mitocondrial (MPTP), permitiendo el pasaje de iones y moléculas pequeñas. Esto trae 
como consecuencia un desacople de la cadena respiratoria y la liberación del citocromo c 
y otros factores al citosol. Estos fenómenos son los que determinan la pérdida del 
potencial de la membrana externa mitocondrial, conocido como MOMP (Mitochondrial 
Outer Membrane Permeabilization). Se ha mostrado en la línea celular THP-1, que la 
inducción de apoptosis se relaciona con la liberación del citocromo c, formación del MPTP 
y reducción en el potencial de membrana mitocondrial (Zhang et al. 1998). 
Como describimos en la sección anterior, se observó inducción de apoptosis en 
nuestro modelo de enteropatía murino tanto en tejido intestinal entero, como en células 
epiteliales aisladas de ratón. En esta sección, nos interesó evaluar el proceso de muerte 
estudiando la integridad de la mitocondria a través de su potencial de membrana. 
 Para evaluar si el tratamiento con p31-43 induce la pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial, se utilizó una sonda denominada JC-1. Si el potencial de 
membrana está intacto, la sonda se encontrará en su forma monomérica y se podrá 
detectar su fluorescencia en el canal FL1 (verde); mientras que si se pierde el potencial 
de membrana mitocondrial, la sonda formará agregados, que serán detectados en el canal 
FL2 (Rojo). 
Se evaluaron células THP1 incubadas durante 6h con p31-43 o medio de cultivo y 
se utilizó un desacoplante de la cadena de electrones (FFCP) como control positivo de 
despolarización. En la figura 32, se muestra que el tratamiento con p31-43 induce 
despolarización de la membrana mitocondrial comparada con las células sin estimular. 
En la presente sección, se evaluó el efecto in vitro de p31-43 sobre la inducción de 
muerte celular, producción de ROS y cambios en el potencial de membrana. No se 
observaron cambios en los niveles de ROS evaluados in vivo o in vitro. Sin embargo, se 
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observó un incremento en la producción de BIP en tejido total de ratones tratados 
intraluminalmente con p31-43. Además, se evidenció que p31-43 indujo alteración en la 
integridad de la mitocondria y muerte celular tanto en células extraídas de un modelo 
murino de enteropatía, como en una línea celular de monocitos/macrófagos humanos. 
 
 
FIGURA 33. P31-43 INDUCE CAMBIOS EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 
En la figura se presenta el índice de despolarización de cuatro ensayos independientes 
entre sí, de células THP-1 incubadas con p31-43 o medio durante 6 horas. Los colores 
presentados en cada grupo (verde, azul, rojo y amarillos) representan la media del 
porcentaje de células THP-1 despolarizadas para 3 replicados de cada ensayo 
independiente. Se utilizó un control de despolarización FCCP, para definir el punto de 
corte de las células que se encontraban con el potencial de membrana mitocondrial 
intacto. Análisis Estadístico: ANOVA. *p<0,05. 

Capítulo II: Análisis de mecanismos de estrés y muerte celular inducidos por el péptido p31-43 
97 
5. Discusión  
En este capítulo, evaluamos algunas propiedades biológicas de p31-43 asociadas 
a la inducción de estrés y muerte celular, tanto in vivo en el modelo murino de enteropatía; 
como in vitro en líneas celulares epiteliales y de monocitos/macrófagos humanos. 
El proceso de apoptosis es un mecanismo central para el mantenimiento de la 
integridad del epitelio de intestino delgado, en especial el recambio normal de 
enterocitos. La diferenciación de enterocitos se inicia en las criptas donde se encuentran 
las células madre que generan los distintos tipos de células que constituyen el epitelio 
intestinal (enterocitos, células caliciformes, células de Paneth). Los enterocitos se van 
desplazando, siguiendo el eje desde la base de la vellosidad hasta la punta, este camino 
toma 4-5 días (Potten 1975). En la punta se inicia un proceso de apoptosis, que en este 
caso se denomina anoikis (Frisch y Francis 1994). Si bien en el caso de EC, se considera 
que existe un proceso de apoptosis exacerbado que conlleva a una pérdida masiva de 
enterocitos, los mecanismos de muerte han sido poco estudiados.   
Existen múltiples estudios in vitro que relacionan a las gliadinas con la muerte 
celular. Por ejemplo, utilizando una línea epitelial intestinal (Caco-2), se mostró que una 
fracción de gliadinas digeridas con pepsina-tripsina (PT-gliadinas) indujo apoptosis (C 
Giovannini et al. 2000) y que la misma estaba mediada por la vía de FAS-FAS ligando 
(Claudio Giovannini et al. 2003).  
Por otro lado, se propone que los IELs fuesen los principales responsables de 
inducir muerte celular de los enterocitos; y que las gliadinas podrían potenciar esa 
actividad citotóxica. En ese sentido, se observó la inducción de una clara respuesta 
inmune innata cuando se incubaron piezas de biopsias de pacientes celíacos con péptidos 
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de gliadinas, en particular el péptido p31-43 (Maiuri et al. 2003). Este fue el primer 
trabajo en el que se mostró que p31-43 tiene diversos efectos inflamatorios y 
potenciadores de la respuesta inmune en intestino. Se observó en ensayos ex vivo, 
activación de linfocitos T, inducción de la expresión de IL-15, ciclo oxigenasa 2 y 
apoptosis de enterocitos. Además, se observó en células Caco-2, que p31-43 es 
responsable del reordenamiento de actina, aumento en la proliferación celular, y de 
alteración del tráfico de vesículas (Barone et al. 2010). Esto a su vez, produjo aumento en 
la activación del receptor de factor de crecimiento (EGFR), que produce aumento de la 
tasa proliferativa como se observa en la enteropatía (Barone, Troncone, y Auricchio 2014; 
Barone et al. 2007).  
Tanto p31-43, como p55-87, son capaces de ingresar en células Caco-2, pero solo 
p31-43 se localiza en compartimientos endosomales tempranos. Esta acumulación se 
observó también en piezas de tejido intestinal de pacientes celíacos (Barone y Zimmer 
2016). Esta acumulación en vesículas tempranas interfiere con el tráfico normal, modifica 
la fisiología de los endosomas, y como consecuencia produce estrés oxidativo que podría 
desencadenar la muerte celular (Luciani et al. 2010).  
En este sentido, nuestros resultados in vitro muestran que p31-43 es capaz de 
inducir apoptosis, observada como un aumento significativo en la proporción de células 
Anexina V+ / Ioduro de propidio+, en células THP-1, pero no en células HT29. Los 
resultados de los ensayos in vitro con células epiteliales adherentes (Caco-2, HT29) 
encontrados en la bibliografía son discordantes, poniendo en evidencia la dificultad de 
obtener resultados consistentes probablemente debido a la dificultad de homogeneizar 
los cultivos de estas líneas celulares, así como la manipulación previa a los ensayos de 
Capítulo II: Análisis de mecanismos de estrés y muerte celular inducidos por el péptido p31-43 
99 
medida de apoptosis (Monguzzi et al. 2019; Caputo et al. 2012; Zimmer et al. 2010; 
Mazzarella et al. 2008; Giovannini et al. 2003; Giovannini et al. 2000). 
Aquí, mostramos que ratones tratados con p31-43, presentan un aumento en la 
proporción de células apoptóticas en las células epiteliales aisladas del intestino delgado. 
Este constituyó el primer reporte de un ensayo in vivo, donde se observó aumento en la 
proporción de células Anexina V+/Ioduro de propidio+, que estuvo acompañado de 
aumento en la relación bax/bcl-2. Además, mediante la técnica de TUNEL, demostramos 
aumento de la muerte celular en tejido intestinal de ratones tratados por vía oral con p31-
43, tanto en lamina propria como en el epitelio. 
Dado los diferentes efectos proinflamatorios descriptos para p31-43, analizamos 
su capacidad de generar estrés celular y producción de ROS. La producción de ROS ocurre 
durante procesos homeostáticos de metabolismo celular. Si esta producción de ROS es 
mayor que la capacidad antioxidante de la célula, se producirá estrés oxidativo. En 
condiciones inflamatorias, se produce un reclutamiento de células activadas (neutrófilos 
y macrófagos) que pueden producir “estallido respiratorio” aumentando los niveles de 
ROS (Monguzzi et al. 2019). En enteropatía, esto se hace evidente en pacientes con EC 
activa, donde se encontraron altos niveles plasmáticos de ROS (Moretti et al. 2018).  
La producción de ROS y GSH (glutatión), evaluada en células Caco-2 incubadas con 
PT-gliadinas durante distintos tiempos, mostró que no se producen cambios en los 
niveles de ROS a tiempos cortos, pero luego de 24h se encontró apoptosis, incremento de 
ROS y descenso en el contenido de GSH, sugiriendo que la producción de ROS es un evento 
tardío y que se asocia a la inducción de apoptosis (Giovannini et al. 2003). 
Con el objetivo de caracterizar la inducción de ROS en nuestro sistema, estudiamos 
células epiteliales aisladas de intestino delgado de animales tratados con p31-43. En estos 
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ensayos, no se observaron diferencias en los niveles de ROS en los tratamientos de 4h y 
16h, resultados que podrían ser comparables a los comentados anteriormente 
(Giovannini et al. 2003), quienes mostraron aumento de ROS luego de 24h. Sin embargo, 
otros estudios realizados en células Caco-2 mostraron incremento de ROS a las 12h 
(Monguzzi et al. 2019). Aunque es de destacar que, en este caso, se empleó PT-gliadinas 
y no p31-43 y que las concentraciones usadas fueron 50-100 veces mayores que las 
usadas en nuestro estudio. Las diferencias experimentales encontradas son muy notorias 
y muy posiblemente sean la explicación de los resultados divergentes. 
Una aproximación experimental diferente es el empleo de C. elegans tratados con 
gliadinas por 24h, donde se observó incremento en la producción de ROS, locomoción 
reprimida, y velocidad de bombeo reducida (Lim et al. 2018). Este es un modelo 
interesante pero el uso de una fracción de gliadinas muy compleja limita la interpretación 
de los resultados. 
Estudios previos de nuestro grupo pusieron en evidencia que la mucosa duodenal 
en pacientes celíacos no tratados evidencia signos de estrés celular, en particular por el 
incremento de la expresión de BIP, proteína asociada a estrés de retículo endoplasmático 
(Allegretti et al. 2013). En nuestro modelo de enteropatía experimental observamos que 
la expresión de BIP se encuentra incrementada en el citoplasma de células de animales 
tratados con p31-43, indicando que la sola presencia de p31-43 es capaz de generar 
respuesta de estrés a tiempos cortos.  
Habiendo observado que p31-43 induce estrés de RE, se estudió si p31-43 podía 
generar otras alteraciones en la fisiología celular como pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial. Para esto, empleando la sonda JC-1, se evidenció que las células 
THP1 incubadas con p31-43, presentaron despolarización mitocondrial.  
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6. Conclusiones  
En este capítulo, mostramos que el tratamiento de ratones por vía oral con p31-
43 induce muerte celular en células del intestino delgado. Esto se evidenció como un 
aumento de células TUNEL+ en la mucosa intestinal, aumento en la proporción de células 
epiteliales Anexina V+/ Ioduro de propidio+; así como también mediante el aumento de la 
expresión de ARNm de mediadores pro-apoptóticos. En ensayo in vitro se observó que 
p31-43 indujo muerte celular y despolarización del potencial de membrana mitocondrial. 
Sin embargo, en los estudios in vivo de células epiteliales aisladas, ni en los ensayos in 
vitro observamos diferencias en los niveles de (ROS) en los tiempos estudiados. Los 
estudios in vivo mostraron que p31-43 es capaz de inducir procesos asociados a estrés 
celular, evidenciados como un aumento en la expresión de BIP en intestino delgado 
proximal.  
En conjunto, estos resultados muestran que, a tiempos cortos, p31-43 puede 
desencadenar múltiples vías efectoras para causar daño celular. En particular, la 
administración intragástrica de p31-43 induce estrés y muerte celular en intestino 
delgado proximal.   
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Los estudios realizados en este capítulo fueron realizados en colaboración 
con la Dra. Georgina Herrera del Instituto de Química y Fisicoquímica 
Biológicas - IQUIFIB (UBA-CONICET), Eduardo Daniel Prieto del Laboratorio 
de Nanoscopía y Fisicoquímica de Superficies (INIFTA-CONICET), Exequiel 
Barrera y de Sergio Pantano del grupo de Simulaciones Biomoleculares del 
Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay. 
 
1. Introducción 
Las gliadinas junto con las gluteninas constituyen los componentes de la harina de 
trigo, que forman el gluten (estructura viscoelástica), que determina características 
esenciales en el proceso de amasado y en la panificación en general. Por su impacto en 
alimentación humana y en los desarrollos tecnológicos, la estructura de estas proteínas 
ha sido muy estudiada (Peter R. Shewry y Halford 2002). Mientras que las gliadinas son 
solubles en etanol 60%, las gluteninas requieren medios más agresivos y la presencia de 
agentes reductores para su solubilización. Las gliadinas se presentan como monómeros 
y pueden clasificarse en cuatro grupos, dependiendo de su movilidad a pHs bajos en un 
gel de electroforesis (α-, β-, ϒ-, ω-gliadinas de mayor a menor movilidad) (Wieser 1996). 
Estas proteínas se caracterizan por tener dominios repetitivos con alto contenido en 
prolina y glutamina, que han llevado a denominarlas prolaminas. Existen descripciones 
estructurales que mostraron que las regiones repetitivas adoptan estructuras tipo 
poliprolina II (PPII) y giros β reversos (Peter R. Shewry y Halford 2002). Dado que no 
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existe una descripción de las características estructurales del péptido p31-43, decidimos 
iniciar estudios biofisicoquímicos y de simulación con expertos en el área.  
Una herramienta indispensable en el estudio de la estructura secundaria de las 
gliadinas en solución acuosa es el dicroísmo circular (DC). Este posee dos ventajas 
principales: es posible analizar pequeñas cantidades de muestra en buffers fisiológicos y 
además permite monitorear alteraciones estructurales resultantes de cambios de pH, 
temperatura o fuerza iónica (Dodero 2011). El fundamento de la técnica se basa en que 
moléculas ópticamente activas (como proteínas o ADN) pueden absorber luz polarizada 
hacia la izquierda (AL) y luz polarizada a la derecha (AR). El DC mide la diferencia de 
absorbancia entre AL y AR. Según la ley de Lambert-Beer, la absorbancia se puede definir 
como: 𝑨 = 𝜺𝑪𝑳 . Siendo ε el coeficiente de extinción molar, C la concentración y L el 
camino óptico. Si la muestra en la solución absorbe la luz polarizada a la izquierda o la 
derecha de manera diferencial, poseerá diferentes coeficientes de extinción molar (εL y 
εR), es decir, un Δε. Sin bien el DC mide esta diferencia, generalmente se reporta en 
termino de elipticidad (Ɵ) en grados. Existe una relación numérica entre la absorbancia 
y la elipticidad dada por la ecuación: 𝜽 = ∆𝑨. 𝟑𝟑, 𝟎. Para poder comparar los resultados 
entre diferentes muestras es necesario considerar la molaridad. Es por esto que se utiliza 
la elipticidad molar definida como [𝜽] = 𝑴. 𝜽/(𝟏𝟎𝟎. 𝑪. 𝑳) degree.cm2/decimol. Siendo M 
el peso molecular, C la concentración (degree.cm3) y L el camino óptico en cm. La 
elipticidad molar puede graficarse contra la longitud de onda y se obtiene un espectro de 
DC.  
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Existen espectros clásicos de DC para poder identificar las estructuras secundarias 
de las proteínas. En la figura 34 podemos observar espectros en el UV lejano (178-250 
nm) asociados con varios tipos de estructuras secundarias como α-hélice, hojas-β-
paralelas o antiparalelas, giros-β, poliprolina II o estructuras irregulares al azar. En los 
espectros de CD se pueden observar bandas de elipticidad positiva ( εL − εR > 0)  o 
negativa (εL − εR < 0). Los espectros de DC de estructuras secundarias tipo α-hélice 
puras se caracterizan por poseer dos bandas negativas a 222nm y 208 nm y una banda 
positiva a 193 nm. Las estructuras secundarias tipo hojas-β puras poseen una banda 
negativa a 218 nm y una banda positiva a 195 nm aproximadamente. Las estructuras 
puramente irregulares tendrán una banda positiva a 217 nm y una banda negativa a 200 
nm. 
FIGURA 34.ESPECTRO EN EL UV LEJANO ASOCIADO CON VARIOS TIPOS DE 
ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DE CADENAS PÉPTIDICAS. 
Línea sólida (___): estructura tipo α-hélice; línea punteada larga (___ ___): estructura 
tipo hoja β antiparalela; línea punteada (….): estructura tipo giros β, línea cruzada 
(|-|-): estructura tipo poly- prolina II (PP II), línea con rayas cortas (----): estructura 
irregular. Figura extraída de Kelly et al. 2005. 
Capítulo III: Caracterización estructural de p31-43 y su implicancia en la respuesta inflamatoria 
 
108 
Finalmente, las estructuras tipo poliprolina II presentarán una banda negativa 
alrededor de 206 nm y una positiva alrededor de 225 nm (Dodero 2011). 
La estructura de poliprolina II es una hélice levógira compuesta por tres residuos 
de prolina por vuelta, la misma posee la característica distintiva de no formar enlaces 
intramoleculares de hidrogeno. Estudios de DC realizados en α-gliadina mostraron que 
un tercio de la proteína poseía conformación helicoidal. Además, se describió que el 
espectro de DC indicó la presencia de tres bandas, dos bandas negativas a 222 y 208nm y 
una banda positiva a 192 nm, esto sugirió la presencia de una estructura helicoidal 
(Kasarda, Bernardin, y Gaffield 1968). 
Se postuló que los dominios repetitivos de las α-gliadinas contenían una mezcla 
de poliprolina II y giros β-reversos y que las regiones no repetitivas estaban ricas en 
estructuras tipo α-helicoidales (Urade, Sato, y Sugiyama 2018). 
Resultados de ensayos in vitro descriptos en la bibliografía y obtenidos en nuestro 
modelo in vivo, mostraron que p31-43 ejerce diversos efectos biológicos muy 
rápidamente. Sin embargo, en la actualidad no se ha identificado un receptor celular 
(Paolella et al. 2018), solo se conoce que la respuesta generada no es dependiente del 
reconocimiento por células T (Nanayakkara et al. 2018; Frossi et al. 2017; Paolella et al. 
2017; Zimmermann et al. 2014; Iacomino et al. 2013; Caputo et al. 2012; Abadie et al. 
2011; Barone et al. 2010; Luciani et al. 2010; Barone et al. 2007; Green y Jabri 2006; 
Maiuri et al. 2003). Es por esto que consideramos que el estudio de la estructura de p31-
43 podría contribuir a comprender como un péptido de pocos aminoácidos, es capaz de 
mediar respuestas inductoras de daño de forma muy rápida. En este capítulo se utilizaron 
métodos biofísicos y de simulación computacional para su caracterización. Además, 
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basados en los datos estructurales obtenidos, se propuso comenzar la caracterización de 
las vías inflamatorias implicadas en el daño inducido por p31-43.  
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2. Hipótesis  
“La estructura secundaria de p31-43 induce agregación y formación de oligómeros que 
pueden explicar la inducción de diversos efectos biológicos” 
3. Objetivos específicos  
❖ Caracterizar la estructura secundaria predominante del péptido p31-43. 
❖ Evaluar si la estructura predominante de p31-43 se encuentra en equilibrio con 
otras estructuras secundarias. 
❖ Determinar si el péptido forma agregados en soluciones acuosas y caracterizar 
estos oligómeros mediante análisis biofisicoquímicos y microscopía. 
❖ Realizar una caracterización estructural del péptido por modelado in silico. 
❖ Analizar la implicancia del inflamasoma NLRP3 en la enteropatía inducida por 
oligómeros de p31-43. 
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4. Resultados 
4.1. Sección I: Caracterización estructural de p31-43 
4.1.1.  Análisis de la estructura secundaria de p31-43 mediante 
dicroísmo circular 
En un estudio utilizando DC, que las α-gliadinas presentaban estructuras 
secundarias del tipo poliprolina II y que los espectros obtenidos variaban de acuerdo a la 
concentración de proteína utilizada (Urade, Sato, y Sugiyama 2018). Por esta razón, 
decidimos evaluar soluciones de p31-43 en agua milliQ a diferentes concentraciones (10, 
50, 100, 200 y 500 μM). En este ensayo, se utilizó una temperatura contante de 4°C ya 
que esta descripto que, a esta temperatura, las estructuras secundarias de α-gliadina se 
estabilizan (Kasarda, Bernardin, y Gaffield 1968). Como se puede observar en la figura 35 
A, el p31-43 generó un espectro de DC con una banda negativa a los 203 nm y una banda 
positiva a 225 nm, esta señal es característica de una estructura secundaria tipo 
poliprolina II (Brigida Bochicchio y Tamburro 2002). Por otro lado, comparado con las 
otras concentraciones, se observó que a 200 µM, el espectro de DC de p31-43 sufrió un 
marcado incremento de la banda negativa (figura 35 A). Para determinar si este efecto se 
debió a una transición conformacional, se realizó un estudio por DC con soluciones de 
200 µM de p31-43 en un rango de temperaturas (entre 4°C y 37°C). El incremento de 
temperatura produjo un desplazamiento hipocrómico de la banda negativa de 203 nm a 
205 nm (figura 35 B). Además, la banda positiva a 225nm presentó reducción en su señal. 
Estas características, así como la presencia de un punto isodicróico (punto en el que los 
espectros convergen) a 210 nm indican que la estructura poliprolina II se encuentra en 
equilibrio conformacional con otra estructura (Peter R. Shewry y Halford 2002).  
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Considerando que el espectro de DC es el resultado de la señal derivada de todo el 
péptido y que ésta puede ser una combinación de diferentes estructuras secundarias, se 
utilizó la sustracción matemática de los espectros de modo de evaluar transiciones 
conformacionales (Pepe y Bochicchio 2013). En la figura 35 C, se muestra la resultante de 
la sustracción de los espectros a las temperaturas máxima y mínima (37°- 4°C) a 200µM. 
Se observó una banda negativa a 220 nm y una positiva a 200 nm, lo que es indicativo de 
coexistencia de conformaciones diferentes. Se pudo observar la presencia de estructura 
tipo poliprolina II, dominante en todas las condiciones ensayadas, aunque a mayores 
temperaturas se evidenció un equilibrio con estructuras del tipo β. 
4.1.1.1. Evaluación de equilibrio conformacional de p31-43 por 
dicroísmo circular  
Para complementar los estudios anteriores, evaluó el comportamiento de soluciones 
de p31-43 en presencia del agente caotrópico urea (que permite confirmar la estructura 
FIGURA 35. EL PÉPTIDO P31-43 POSEE UNA ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL TIPO 
POLIPROLINA II 
A.- Espectro de dicroísmo circular obtenido utilizando soluciones de (●)10 µM (▼) 50 
µM, (■) 100 µM, (▲) 200 µM and (●) 500µM de p31-43 en agua milliQ a 4°C. B.- Espectro 
de dicroísmo circular obtenido de una solución de p31-43 a 200 μM y diferentes 
temperaturas (●) 4 ºC, (■) 10 ºC, (▲) 25 ºC and (▼) 37 ºC. C.- Diferencia punto a punto 
entre las temperaturas limites 37°C y 4°C de espectros de una solución de p31-43 a 200 
µM 
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secundaria predominante) y del cosolvente TFE (que permite evaluar si la estructura 
helicoidal PPII, se encuentra en equilibrio con otras conformaciones). 
Como se mencionó previamente la estructura secundaria tipo poliprolina II es una 
hélice levógira, que posee tres residuos por vuelta, y no posee puentes de hidrógeno 
intracatenarios (Shewry y Tatham 1997). Es por esto que esta conformación no se ve 
afectada por agentes caotrópicos, como la urea 8M (Lopes et al. 2014). En los 
experimentos realizados se utilizaron soluciones de péptido a 50 µM y 200 µM, como 
concentraciones representativas del sistema, que fueron tratadas con urea 8M a 25 °C. Se 
observó una banda positiva a 225nm a ambas concentraciones, característica de la 
presencia de una estructura secundaria tipo poliprolina II (Gilbert et al. 2000). Lo cual, 
confirmó la presencia de este tipo de conformación en condiciones desnaturalizantes a 
temperatura ambiente (Figura 36 A).  
Por otro lado, para evaluar si la estructura helicoidal PPII se encontraba en 
equilibrio con otras conformaciones se utilizó TFE, de modo de favorecer la formación de 
enlaces intramoleculares (Roccatano et al. 2002). Se analizaron por DC soluciones de 
p31-43 a 200 µM, a una temperatura constante de 4°C, y un rango creciente de 
concentraciones de TFE 0, 10, 20, 30, 50 %v/v.  
En los espectros se observó que a medida que la concentración de TFE se 
incrementaba se producía un desplazamiento hipocrómico (disminución de la intensidad) 
de la banda negativa desde -11.000 a -6000, y un desplazamiento hacia el rojo (la banda 
se desplaza hacia longitudes mayores de onda) desde 203 nm hacia 204 nm (Figura 36 
B). Esto nos sugirió que la estructura de p31-43 variaba y que existía un equilibrio con 
otras estructuras secundarias. A 50 %v/v de TFE se observó una banda positiva a 195nm 
y un cambio en el rojo a 208nm, lo que nos sugirió que el péptido estaba en equilibrio con 
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estructuras del tipo β (Bochicchio y Tamburro 2002). Estos resultados indican que el 
péptido es capaz de modificar su conformación de acuerdo con su entorno. 
4.1.2. Caracterización de oligómeros de p31-43 en solución 
mediante sonda fluorescente BODIPY y dispersión dinámica de la 
luz (DLS) 
Se realizó un ensayo fluorométrico utilizando la sonda BODIPY, la cual se une a 
oligómeros solubles de péptidos y cambia su comportamiento espectroscópico. Cuando 
esta sonda es excitada a 525nm y se encuentra unida en solución a oligómeros y fibrillas, 
su fluorescencia se incrementa comparada con la fluorescencia de una solución control 
(Smith et al. 2010). En estos ensayos utilizamos soluciones de p31-43, a diferentes 
concentraciones dentro del rango evaluado por DC (10, 50, 100µM), que se incubaron con 
BODIPY. Se observó un incremento en la señal de fluorescencia lo que sugirió que la sonda 
se unió a oligómeros de p31-43.  
FIGURA 36. DICROÍSMO CIRCULAR DEL PÉPTIDO DE P31-43 OBTENIDO EN PRESENCIA DE 
UREA Y TFE 
A.-Espectro obtenido a (●) 50 µM y (■) 200 µM en urea 8M a 25°C. B.-Espectro de una 
solución de p31.43 a 200 µM a diferentes concentraciones de TFE: (■) 0%, (●) 10 %, (▲) 
20% and (▼) 30% y (●) 50% V/V, a 4°C. 
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De estos resultados se pudo inferir la existencia de un proceso de agregación, en el 
que, a mayor concentración, se observaron mayor cantidad de oligómeros de p31-43 en 
solución (Figura 37 A). 
Por otro lado, para complementar estos estudios y evaluar el comportamiento de 
p31-43 en solución se realizó un análisis de dispersión dinámica de luz (DLS), esta técnica 
se basa en la utilización de un láser que incide sobre una solución con partículas durante 
un tiempo determinado, la luz incidente es dispersada por las distintas partículas en 
solución y se puede medir el coeficiente de difusión (Dt) de las macromoléculas en 
solución. El Dt se relaciona con la facilidad de una partícula para difundir sobre otra y es 
inversamente proporcional al tamaño de la partícula. A partir del Dt se puede calcular el 
tamaño del radio hidrodinámico de la partícula. La técnica de DLS es extremadamente 
sensible a la presencia de agregados (Bishop, Martin, y Rosenblum 1991) y sus resultados 
FIGURA 37. CARACTERIZACIÓN DE OLIGÓMEROS DE P31-43 EN SOLUCIÓN MEDIANTE 
SONDA FLUORESCENTE BODIPY Y DISPERSIÓN DINÁMICA DE LA LUZ (DLS) 
A.-Espectro de emisión de fluorescencia de la sonda BODIPY, en presencia de soluciones de 
p31-43 a diferentes concentraciones: (⚫) 10, () 50 and () 100 µM. Se utilizó como control 
agua milliQ con sonda (1µM) (◼). La longitud de onda de excitación fue de 525 nm. La 
distribución de diámetro hidrodinámico de las soluciones de p31-43 se obtuvo mediante 
dispersión dinámica de la luz DLS. B.- a 125 µM y C.- a 75 µM concentración final de péptido, 
en soluciones preparadas con agua MilliQ. Las muestras fueron previamente centrifugadas y 
filtradas para eliminar partículas o grandes agregados. 
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pueden expresarse como % Intensidad en función del diámetro hidrodinámico de las 
partículas. En estos ensayos, se evaluaron dos concentraciones de p31-43, 125 µM y 75 
µM. Se seleccionaron estas concentraciones ya que, a menores concentraciones, la 
muestras carecían de la dispersión suficiente y no podían ser analizadas. Se observó que 
ambas soluciones presentaron polidispersidad, lo que sugirió la presencia de diferentes 
poblaciones. A 125 µM se observaron dos poblaciones predominantes, que poseían un 
diámetro hidrodinámico medio de 107 ± 7 nm y otra con grandes agregados con un 
diámetro hidrodinámico medio de 493 ± 31 nm (Figura 37 B). Cuando se analizó la 
solución de p31-43 a 75 µM que fue obtenida a partir de una dilución en agua milliQ de la 
solución a 125 µM, se observó una distribución de poblaciones similar a la solución de 
mayor concentración. Algunas de las partículas detectadas poseían un diámetro 
hidrodinámico medio de 106 ± 2 nm y otras 484 ± 11 nm. (Figura 37 C). En conclusión, 
estos ensayos demuestran que p31-43 forma oligómeros de diferentes diámetros 
hidrodinámicos en solución. 
4.1.3. Análisis de nanoestructuras de p31-43 mediante 
microscopía de transmisión electrónica (TEM)  
La microscopía electrónica de transmisión (TEM) es una técnica adecuada para el 
estudio de la morfología de oligómeros y agregados proteicos (Anderson y Webb 2011; 
Hernández et al. 2005; Miranda et al. 2005). Posee una resolución de 50 pm y se pueden 
obtener imágenes con una magnificación de hasta 1x107 X (Erni et al. 2009). En TEM se 
utiliza un haz de electrones acelerado típicamente a más de 100 kV, que se enfoca 
utilizando fuerzas electroestáticas y electromagnéticas e incide sobre la muestra que se 
encuentra depositada en una grilla de cobre, el haz de electrones puede ser dispersado o 
trasmitido a través de la muestra (Ruska 2005). Las imágenes que se obtienen por TEM 
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poseen un único valor de brillo por pixel, lo que se traduce en una imagen global en la 
escala de grises. Las muestras de tejidos o soluciones biológicas necesitan marcación de 
alto contraste o tinción negativa para poder ser analizadas, en este tipo de procedimiento 
se marcará el fondo de la imagen para dejar la muestra visible.  
 
En el caso de TEM la opacidad a los electrones estará dada por el numero atómico. 
Algunos colorantes habituales incluyen uranil acetato; uranil formato, tetróxido de osmio 
FIGURA 38.CARACTERIZACIÓN DE ESTRUCTURAS OLIGOMÉRICAS DE P31-43 POR TEM 
A.- Imagen representativa de una solución 50 μM de p31-43 en la que se pueden 
evidenciar los oligómeros esféricos de color blanco contrastando con el fondo oscuro de 
la grilla. B.- Frecuencia de distribución de diámetros de oligómeros observados a 50 μM. 
C.- Imagen representativa de una solución de p31-43 a 100μM, en la que se observan 
oligómeros de un mayor diámetro. D.- Frecuencia de distribución de diámetros de los 
oligómeros formados a 100 μM.  
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y oro. Estos se utilizan porque pueden dispersar electrones fuertemente y se adhieren 
bien a las matrices biológicas. La marcación negativa es un muy buen método para 
observar virus, bacterias, matrices biológicas y agregados proteicos ya que estos tienen 
una muy baja capacidad de dispersar electrones (Hayat 2000; Bozzola y Russell 1999). 
Para estudiar las características de p31-43 utilizando TEM, se utilizaron 
soluciones de p31-43 a 50 μM y a 100 μM preparadas en agua milliQ. En la Figura 38 A se 
puede observar que a 50 µM el péptido formó gran cantidad de oligómeros esféricos 
distribuidos al azar en el campo. Estos oligómeros tenían un diámetro promedio de 14 ± 
3 nm (Figura 38 B). Al incrementarse la concentración a 100 µM se observaron 
oligómeros de mayor diámetro, alrededor de 17 ± 7 nm (Figura 38 C y D). Estos resultados 
demuestran que el péptido p31-43 puede formar oligómeros estables cuyo tamaño 
parece incrementarse con la concentración. 
4.1.4. Análisis de formación de oligómeros de p31-43 por 
microscopía de fuerza atómica (AFM) 
Decidimos realizar un análisis por microscopía de fuerza atómica (AFM) de p31-43 
para complementar el estudio estructural y obtener imágenes con mayor resolución en 
muestras no fijadas ni tratadas con solventes que pudiesen generar artefactos, lo que 
presentó una importante ventaja comparado con TEM (Last et al. 2010). Mediante AFM 
se pudieron obtener imágenes topográficas de muestras de p31-43 que posibilitaron 
observar procesos de agregación del péptido (Dufrêne et al. 2017; Baclayon, Roos, y 
Wuite 2010; Lu, Zhang, y Pang 2005).  
En AFM se utiliza una punta (denominada cantilever) que recorre la superficie de una 
muestra depositada en una superficie sólida y lisa (como MICA) y va generando un mapa 
topográfico de la muestra. El cantiléver detecta las fuerzas capilares electrostáticas, de 
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Van Der Waals y friccionales que se establecen con la muestra. Un scanner mueve la punta 
respecto a la superficie y el transductor de fuerza detecta el cambio de fuerzas que se 
establecen entre la punta y la muestra a medida que se recorre la muestra (Eaton y West 
2010). 
En los ensayos realizados por AFM se utilizaron soluciones de p31-43 en agua MilliQ 
(para evitar posibles artefactos producidos por sales de buffers como PBS) a diferentes 
concentraciones 5, 50, 100 µM que se depositaron sobre una superficie lisa de MICA.  
En las imágenes de AFM a 5 µM, se observaron oligómeros esféricos distribuidos 
al azar sobre la superficie de MICA (figura 39 A). Estos oligómeros poseían diferentes 
alturas como se muestra en la figura 39 B. El análisis de la frecuencia de distribución de 
alturas de los oligómeros mostró una mayor proporción de altura media de 3 ± 2 nm 
(figura 39 C) y una menor proporción de oligómeros de alturas mayores. En la figura 39 
D se pueden observar alturas de tres oligómeros representativos (1,2nm, 2,25nm y 
3,25nm) escogidos al azar, de la figura 39 B.  
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Cuando se analizaron soluciones de p31-43 a 50 µM, una concentración 10 veces 
mayor, se observó una población heterogénea de oligómeros (Figura 40 A y B), que 
coexiste en equilibrio entre ellas. El análisis de la frecuencia de distribución de alturas de 
FIGURA 39. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DEL PÉPTIDO DE GLIADINAS P31-43 A      
5 µM POR AFM 
Se utilizó una solución de péptido en agua MilliQ, depositada sobre superficie de MICA. 
A.- Imagen de AFM obtenida en modo tapping (10 x 10μm2). B.- Zoom de la sección 
marcada con un cuadrado en la imagen A. Se utilizó un modo tapping topográfico (3 x 3 
μm2). Las estructuras que se observaron se representan con flechas blancas y se 
presentan dependiendo de su tamaño como oligómeros pequeños (a), intermedio (b) y 
grandes (c). C.- Distribución de alturas obtenidas de la imagen A, se analizaron 50 
partículas como mínimo y se midió su altura. D.- Análisis de secciones de corte de las 
partículas (a, b, c) presentadas en la imagen B. 
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los oligómeros mostró una mayor proporción de alturas media de 5 ± 3 nm (Figura 40 C 
y D).  
Finalmente utilizando una solución 100 µM de p31-43, se observó que el péptido 
se agregó en oligómeros amorfos de gran tamaño, 250nm de largo, 100-140nm de ancho 
FIGURA 40. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA POR AFM DE P31-43 A 50 µM  
A.- Imagen de AFM obtenida en modo tapping (15 x 15μm2). (B) Zoom de la sección 
marcada en la imagen A, en la que se pueden observar diferentes oligómeros, que se 
presentan dependiendo de su tamaño, como oligómeros pequeños (a), intermedio (b) 
y grandes (c). C.- Distribución de alturas obtenidas de la imagen A, se analizaron 100 
partículas como mínimo y se midió su altura. D.- Análisis de secciones de corte de las 
partículas (a, b, c) presentadas en la imagen B. 
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y aproximadamente 5 nm de alto, que coexistieron en equilibrio con otros de tamaños 
menores (Figura 41 A y B). 
4.1.5. Análisis de cinética de agregación de oligómeros de p31-43 
mediante AFM 
Los resultados de DC y AFM indicaron que p31-43 formaba oligómeros con 
capacidad de agregarse, así como también, evidenciaron que este proceso es dependiente 
de la concentración. En este caso, debido a que los procesos de agregación y 
oligomerización proteicos son altamente dependientes de factores como el tiempo, la 
temperatura y la concentración (Jayaraman et al. 2011), nos interesó realizar un estudio 
en el tiempo (0 a 14 días) de dos soluciones de p31-43 preparadas en agua MilliQ a las 
concentraciones de 10 µM y 50 µM. Las muestras se incubaron a 4°C para reducir la 
velocidad del proceso de agregación en curso y preservar las etapas tempranas del 
FIGURA 41. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DEL PÉPTIDO DE GLIADINAS P31-43 A 
100 µM POR AFM 
A.-Imagen de AFM obtenida en modo tapping (15 x 15μm2). B.- Análisis de secciones de 
corte de las partículas (a, b) presentadas en la imagen A. 
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mismo. A concentraciones mayores (100 µM) observamos la formación de agregados 
extremadamente grandes que no permitieron su estudio por AFM.  
En la Figura 42, se pueden observar imágenes representativas de la cinética de 
agregación de p31-43 a 10 µM y de la frecuencia de distribución de alturas de las 
partículas. Se observó que la solución de p31-43 preparada fresca (día 0) y depositada 
sobre una placa de MICA, presentó tres poblaciones de oligómeros distribuidos al azar. 
Los pequeños poseían una altura media de 2,6 ± 0,5 nm, los medianos de 4,7 ± 0,9 nm y 
oligómeros mayores de 6,3 ± 0,7 nm. En la imagen se puede observar que tanto los 
oligómeros pequeños, como los medianos se encuentran más representados en todo el 
campo (Figura 42 A). Las muestras que fueron incubadas durante 4 días a 4°C, 
presentaron oligómeros que se agregaron para generar estructuras mayores con alturas 
medias de 5,5 ± 0,9 (Figura 42 B). Esto puede deberse a que se formaron a partir de 
oligómeros de mayor tamaño que se encontraban formando grupos. En las muestras 
incubadas por 7 días se detectaron menos oligómeros, de altura media de 22 ± 8 nm 
(figura 42 C). Finalmente, en muestras incubadas durante 14 días se pudieron detectar 
pocos (menos del 5%) oligómeros mayores de altura media (52 ± 8 nm); Sin embargo, la 
mayoría de las moléculas poseían alturas entre 18 ± 3 nm y 5 ± 3 nm (Figura 42 D). En 
conclusion, el análisis en el tiempo de soluciones de p31-43 a 10 µM presentó oligómeros 
esféricos que se podrían haber continuado agregando hasta generar oligómeros esféricos 
mayores. 
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Cuando el proceso de agregación se analizó a 50 µM, las estructuras observadas 
fueron diferentes a las detectadas a 10 µM. En la muestra preparada fresca (día 0) se 
detectaron tanto oligómeros pequeños de altura media de 4 ± 1 nm, como grandes con 
una altura media de alrededor 50 nm (Figura 43 A), también se pudieron observar 
oligómeros intermedios que sugieren que, de forma análoga al proceso anterior, los 
oligómeros interaccionan entre sí. Luego de la incubación de las muestras por 4 días a 
4°C, los oligómeros aislados se organizaron en una estructura macromolecular amorfa, 
que contenía oligómeros pequeños de altura media de 8 ± 4 nm y oligómeros más grandes 
de altura media de 21 ± 5 nm. (Figura 43 B). Siete días post incubación de la solución de 
p31-43 a 4°C, se observó que la mayoría de las estructuras presentaron una altura media 
de 14 ± 6 nm, y una menor proporción fueron oligómeros grandes de una altura media 
FIGURA 42. CINÉTICA DE AGREGACIÓN DE P31-43 A 10 µM 
Las soluciones de péptido fueron preparadas en agua milliQ. Las muestras se depositaron 
sobre superficie de MICA, y las imágenes de AFM se adquirieron en modo “tapping” (15 
x 15μm2). En el panel superior se observan imágenes representativas de AFM A.- día 0, 
B.-día 4, C.- día 7 y D.- día 14. En el panel inferior, se observa la distribución de alturas 
de tres oligómeros elegidos al azar por cada imagen para los distintos tiempos, día 0, día 
4, día 7 y día 14. 
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de 40 ± 6 nm. Además, se observó que los oligómeros se asociaron generando pequeñas 
estructuras lineales (Figura 43 C). Finalmente, luego de la incubación por 14 días, se 
evidenció la presencia de estructuras lineales ramificadas con distribución periódica. 
Estas ramas poseían regiones con alturas medias de 20 ± 7 nm y otras de mayor altura de 
48 ± 10 nm (Figura 43 D).  
Además, se pudieron detectar algunos agregados con una altura de 114 ± 15 nm. 
Es interesante mencionar que se observó mayor cobertura de la superficie a tiempos 
mayores de incubación. Esta organización fractal fue detectada previamente en péptidos 
como el 33-mer derivado de α-gliadina (Herrera et al. 2015). 
FIGURA 43. CINÉTICA DE AGREGACIÓN DE P31-43 A 50 µM 
Las soluciones de péptido fueron preparadas en agua milliQ, las muestras se depositaron 
sobre superficie e MICA, y las imágenes de AFM se adquirieron en modo tapping (15 x 
15μm2). En el panel superior se observan imágenes representativas de AFM al A.- día 0, 
B.- día 4, C.- día 7 y D.- día 14. En el panel inferior, se observa la distribución de alturas 
de tres oligómeros elegidos al azar por cada imagen para los distintos tiempos, día 0, día 
4, día 7 y día 14. Se analizó la distribución de alturas en 100 partículas por imagen, en 
cada condición. 
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4.1.6. Modelado in silico de p31-43 
En colaboración con el grupo del Dr. Sergio Pantano del Instituto Pasteur 
Montevideo, Uruguay, se realizó un estudio de modelado molecular, para analizar 
determinantes estructurales relevantes en el proceso de agregación del péptido p31-43. 
Como primera aproximación se utilizó una única copia del péptido sobre la que se 
asumió una conformación helicoidal. Luego de realizar la simulación computacional se 
observó que esta estructura era altamente flexible pudiendo adquirir conformaciones al 
azar en sus extremos, mientras que su centro se mantenía firme con una conformación 
helicoidal (Figura 44 A). 
Por otro lado, utilizando 4 confórmeros de p31-43 (obtenidos a lo largo de la 
simulación del péptido individual), se realizó una simulación molecular de 5 µs con un set 
de 50 copias de estas cuatro conformaciones de péptidos individuales, presentados en la 
figura 44 B. Cuando las múltiples copias de p31-43 se simularon juntas, se observó un 
proceso de agregación espontánea, vía formación de pequeños agregados proteicos que 
eventualmente se fusionaron en un único agregado. Estos agregados tuvieron diámetros 
medios, mayores y menores de 10,1 ± 0,2 nm y 6,9 ± 0,1 nm, respectivamente. Estos 
tamaños fueron comparables con los observados previamente en oligómeros pequeños, 
mediante ensayos por TEM y AFM. La variación del tamaño medio del agregado (MCS) 
sugiere que existen eventos espontáneos de disociación en la solución. Se puede observar 
que el tamaño de los péptidos osciló durante las etapas iniciales de la simulación, hasta 
que se estabilizó en 2,4 µs (Figura 44 C-E).  
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Al final de la simulación, se realizó una superposición de los confórmeros de p31-43 
a los 5µs (Figura 44 D), observándose que a diferencia del péptido aislado las copias 
multiméricas de p31-43 mostraban un incremento en la proporción de estructura 
secundaria poliprolina II en comparación con los monómeros.  
FIGURA 44. MODELADO MOLECULAR Y SIMULACIÓN DE LA OLIGOMERIZACIÓN DE 
P31-43 
A.- Se muestra la representación de la conformación inicial helicoidal del péptido que 
se utilizó en la simulación in silico. Para claridad visual solo se mostraron los residuos 
de prolina. B.- Se muestran cuatro confórmeros diferentes elegidos al azar mientras 
se realizaba la simulación del péptido aislado, que se utilizaron como configuración 
inicial de la simulación de agregación. C.- Se observa el tamaño medio del agregado 
(MCS) en función del tiempo, en la simulación de agregación D.- Se presenta una 
estructura en la que se superpusieron varias copias de péptidos individuales 
obtenidos al final de la simulación, para resaltar la convergencia estructural dentro 
del agregado. E.- La simulación computacional consistió en utilizar a tiempo 0 µs, 50 
copias de p31-43 en conformación individual, a cada péptido individual se le asignó 
un color diferente. A 1,5 µs se puede observar un estado intermedio del agregado, 
mientras que a 5 µs se presenta la conformación final del péptido.  
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Además del estudio in silico de agregación, se realizó un segundo análisis 
estructural por aminoácidos evaluando las conformaciones monoméricas y oligoméricas. 
Se identificó un segmento, en la porción central del péptido, que podría explicar los 
fenómenos observados en los experimentos por DC (Figura 45 A y B). A medida que la 
simulación progresó y se formó el oligómero, se observó un incremento del 28% de la 
conformación tipo poliprolina II en los residuos PRO8 y PRO9, mientras que los 
aminoácidos externos experimentaron un incremento en conformaciones beta. Estas se 
estabilizaron mediante formación de estructuras tipo hojas β con otros péptidos del 
oligómero.  
FIGURA 45. SIMULACIÓN DE LA OLIGOMERIZACIÓN DE P31-43 
Promedio de la estructura secundaria por aminoácido de p31-43 para A.- monómeros 
u B.- oligómeros. El contenido de estructuras tipo beta extendida, poliprolina II y 
hélices se muestran en Amarillo, azul y gris, respectivamente. 
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4.1.7. Efectos de variaciones de pH en agregados de p31-43 
Por otro lado, analizamos el efecto de variaciones de pH sobre el oligómero. Para 
esto, se evaluaron por DC soluciones de p31-43 a diferentes pHs (3,0; 5,0; 7,4 y 8,0), a dos 
temperaturas, 4°C y 37°C. Se observó, que la estructura secundaria del agregado no varió 
con el pH, a ninguna de las temperaturas evaluadas (Figura 46 A y B).  
Este resultado es relevante ya que nos da indicios de que los agregados de p31-43 
podrían mantenerse estables durante la digestión estomacal (pH 2-3) y durante el pasaje 
al lumen intestinal (pH 7-8), tanto a temperaturas bajas donde predomina la estructura 
tipo poliprolina II, como a temperatura fisiológica.  
Es importante resaltar que los únicos residuos protonables dentro de la cadena de 
aminoácidos de p31-43, en el rango de pH explorado, corresponden al carboxilo C- 
terminal. Tomando en cuenta los resultados de la simulación in silico de monómeros de 
p31-43, sabemos que existe una estrecha interacción entre los extremos -amino y -
carboxil dentro de la estructura del péptido, en donde la proximidad de la carga positiva 
de -NH3 podría estabilizar al carboxilo. Lo que permitiría explicar la estabilidad, frente al 
cambio de pH, de los agregados de p31-43. 
FIGURA 46. DICROÍSMO CIRCULAR DE SOLUCIONES DE P31-43 A DISTINTOS PHS 
Se analizaron soluciones de p31-43 en buffer fosfato evaluando un rango de pHs: 
3,0 (■), 5,0 (●), 7,4 (▲) y 8,0 (▼). Se presentan los espectros obtenidos A.- a 4°C 
y B.- 37°C 
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4.2. Sección II: Vías de señalización involucradas en el daño 
intestinal inducido por p31-43 in vivo 
En estudios previos hemos mostrado que el efecto de daño a la mucosa intestinal 
de p31-43 requiere la vía de MyD88. Empleando ratones C3H-HeJ (deficiente en la 
señalización de TLR4), mostramos que este efecto no es dependiente de TLR4, lo que nos 
permitió descartar que los resultados observados fuesen artefactos, debidos a 
contaminación por LPS (Araya et al. 2016). Además, se evidenció que p31-43 indujo 
mediadores proinflamatorios como IFN β e IFN. Teniendo en cuenta que p31-43 produce 
efectos a tiempos muy cortos luego de la administración in vivo y que no se ha encontrado 
el receptor de este péptido (Paolella et al. 2018), nos interesó evaluar otras vías de 
señalización implicadas en el daño observado. Considerando los datos estructurales 
descriptos en la sección anterior, estudiamos si oligómeros de p31-43 podían inducir la 
activación del inflamasoma, en particular el formado por NLRP3. Este inflamasoma, es 
considerado un sensor de estructuras morfológicamente diversas como ser asbestos, 
silica, o señales de daño de vesículas, RE o mitocondrias (Re 2011; Gómez, Urcuqui-
Inchima, y Hernandez 2017).  
4.2.1. Análisis de la implicancia del inflamasoma NLRP3 en la 
enteropatía inducida por oligómeros de p31-43 
Con el objetivo de analizar la participación del inflamasoma NLRP3 utilizamos 
animales NLRP3-/- y Caspasa-1-/-a los que se les administró por vía intragástrica p31-43 
o PBS. Se observó que luego de 16 hs post tratamiento estos ratones no desarrollaron 
enteropatía (Figura 47). En base a estos resultados se pudo inferir que NLRP3 y Caspasa-
1, son moléculas necesarias en la inducción de daño causado por p31-43.  
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En este capítulo, se realizó la primera caracterización estructural de p31-43. El 
mismo presenta una estructura secundaria mayoritariamente del tipo poliprolina II en 
equilibrio con estructuras del tipo β. Este péptido forma oligómeros estables en el pH, 
cuyos tamaños varían dependiendo de la concentración. Finalmente se mostró que las 
moléculas del inflamasoma, NLRP3 y caspasa-1, son claves en los mecanismos de daño en 
la mucosa intestinal inducido por p31-43. 
 
FIGURA 47. LA ENTEROPATÍA INDUCIDA POR P31-43 REQUIERE DE NLRP3 Y DE 
CASPASA-1 
Análisis morfológico de intestino delgado proximal de ratones NLRP3-/- y de Caspasa 
1 -/- luego de 16 horas post administración de 20 μg/ratón de p31-43 o PBS. A.- 
relación V/C B.- Número de IELs cada 100 enterocitos, evaluados en 10 puntas de 
vellosidades elegidas al azar. N=6 ratones por grupo. Test T-Student. 

Capítulo III: Caracterización estructural de p31-43 y su implicancia en la respuesta inflamatoria 
135 
5. Discusión  
En este capítulo se utilizaron diferentes técnicas tanto biofisicoquímicas como de 
microscopía para caracterizar la estructura de p31-43, así como su comportamiento en 
soluciones acuosas, a diferentes pHs y concentraciones.  
Utilizando dicroísmo circular se observó que p31-43 posee predominantemente 
un espectro característico de una estructura secundaria tipo poliprolina II. Además, en 
presencia de un agente caotrópico como Urea 8M, se obtuvieron espectros característicos 
de hélice tipo poliprolina II. En segundo lugar, utilizando TFE, un cosolvente que favorece 
las interacciones moleculares entre estructuras se observó que la estructura principal 
poliprolina II puede coexistir en equilibrio con estructuras secundarias tipo beta 
(Tamburro et al. 2005; Bochicchio y Tamburro 2002; Bochicchio, Pepe, y Tamburro 
2001). Este comportamiento también fue observado en el 33-mer, otro péptido derivado 
de α-gliadina (Darré et al. 2015; Herrera et al. 2015).  
Por otro lado, se evaluó si p31-43 posee la capacidad de formar agregados en 
solución. Esto fue evaluado mediante espectroscopía de fluorescencia utilizando una 
sonda comercial llamada BODIPY que se une agregados hidrofóbicos en solución (Smith 
et al. 2010). Aquí, se evidenció un incremento en intensidad de fluorescencia de la sonda, 
que correlaciona con la presencia de oligómeros en solución, cuya formación fue 
dependiente de la concentración de p31-43. Estos resultados se confirmaron mediante 
un ensayo de DLS, en el que se observó que dos poblaciones de oligómeros de p31-43 
estaban presentes en solución y eran estables. 
Para evaluar la presencia de oligómeros, se analizaron dos concentraciones de 
p31-43 (50µM y 100µM) mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). Se 
observó que el péptido formaba espontáneamente oligómeros esféricos de 13 ± 3 nm y 
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17 ± 7nm respectivamente, concluyendo que el tamaño de los agregados depende de la 
concentración del péptido. Además, se realizó un análisis por microscopía de fuerza 
atómica (AFM) para corroborar y complementar los resultados obtenidos por TEM, 
estudiando un rango más amplio de concentraciones y diferentes tiempos de incubación. 
Observamos que, a bajas concentraciones (5µM), se encontraba una sola población de 
oligómeros esféricos pequeños (2 ± 2 nm), a medida que aumentaba la concentración, 
(50µM), se observaron poblaciones heterogéneas con alturas desde 4 ± 1 nm hasta 
nanoestructuras de más de 50 nm. Esto concuerda con observaciones previas que 
muestran que p31-43 forma estructuras mayores de autoensamblado en forma 
dependiente de la concentración.  
Por otro lado, realizamos un estudio de la formación de agregados en el tiempo 
mediante AFM. Se observó que los mecanismos de agregación difieren según la 
concentración evaluada. Muestras frescas de 10 µM de p31-43 presentaron oligómeros 
pequeños que, a medida que pasaba el tiempo, aumentaban su tamaño y se unían entre sí 
por coalescencia formando islas de mayor tamaño, los que luego de 14 días se 
encontraban en equilibrio con oligómeros pequeños. En el caso de muestras de 50 µM, se 
encontró un comportamiento llamativamente distinto, dado que inicialmente se observó 
una población heterogénea de oligómeros grandes y pequeños, que a medida que pasó el 
tiempo se transformaron en estructuras lineales y ramificadas, que se pudieron haber 
formado a partir de los oligómeros esféricos. Finalmente, a los 14 días las estructuras 
ramificadas se extendieron sobre toda la superficie, en equilibrio con oligómeros de 
menor tamaño.  
El análisis in silico de p31-43 correlacionó con los datos estructurales obtenidos 
por métodos experimentales. En el modelado se observó que el péptido tiene capacidad 
de agregarse y que posee una estructura helicoidal tipo poliprolina II en su centro (P8, P9) 
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mientras que sus extremos tienen conformaciones extendidas tipo beta. Además, 
corroboró que agregados de p31-43 pueden mantenerse estables tanto en agua milliQ 
como en buffer fosfato, en un amplio rango de pHs desde 3 a 8. Esto último tiene una 
relación directa con la propiedad de este péptido en la inducción de daño en la mucosa 
intestinal. Si bien no podemos establecer la estructura que el péptido adquiere in vivo, 
estos resultados nos llevan a pensar que los agregados de p31-43 pueden formarse o 
permanecer estables en el lumen intestinal. 
Recientemente, (Calvanese et al. 2019) se mostró un modelado de p31-43 que 
confirma la estructura que fue antes publicada en nuestro trabajo (Gómez Castro et al. 
2019). Como hemos mencionado, no se ha encontrado el receptor de membrana celular 
de p31-43 (Paolella et al. 2018). Tampoco, han sido caracterizados los mecanismos de 
pasaje de p31-43 a través de la membrana celular. Sin embargo, como hemos mostrado 
en este trabajo, p31-43 es capaz de desencadenar efectos en tiempos muy cortos. Es por 
eso, que nos hemos preguntado cuales podrían ser las vías de señalización involucradas. 
En este sentido, el inflamasoma NLRP3, ha sido considerado un sensor de 
nanoestructuras, sea en forma directa o bien como una señal derivadas del daño celular 
(Zmora et al. 2017). 
Nuestros estudios realizados empleando ratones NLRP3-/- y Caspasa-1-/-, 
mostraron que la plataforma inflamasoma NLRP3 estaría involucrada en el mecanismo 
de daño en la mucosa intestinal inducido por administración intragástrica de p31-43. 
La sobreactivación de este inflamasoma fue asociada a varias enfermedades (Song 
et al. 2017) como Alzheimer (Liu et al. 2017; Saresella et al. 2016), Parkinson (Cedillos 
2013), enfermedades asociadas a estrés de retículo por proteínas mal plegadas (Shi, 
Kouadir, y Yang 2015), enfermedades cardíacas (Parry et al. 2015), o enfermedades 
respiratorias (Sayan y Mossman 2015).  
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Para la configuración activa del inflamasoma se requieren dos señales. En primer 
lugar, se necesita una activación de la vía NFκβ que permite la inducción de la expresión 
de NLRP3, caspasa -1 e IL-1β. Luego se requiere una segunda señal que promueva la 
formación por multimerización de la plataforma activa del inflamasoma (NLRP3, ASC, 
caspasa-1) (Zmora et al. 2017). Esta segunda señal, podría originarse por diversos 
ligandos que son detectados por el inflamasoma en forma directa (LPS, dipéptido de 
muramil, toxinas de hemolisinas formadores de poros, nigericina, ácidos nucleicos 
bacterianos y virales) o bien a partir de señales de daño o DAMPs: concentraciones altas 
de ATP, componentes derivados del daño mitocondrial, ROS, estrés de retículo 
endoplasmático (Mitoma et al. 2013; Murakami et al. 2012) o alteraciones del volumen 
celular (Compan et al. 2012), flujo intracelular de calcio y estímulos exógenos e irritantes 
ambientales, como cristales de ácido úrico, sílica, asbestos entre otros (Gómez, Urcuqui-
Inchima, y Hernandez 2017; Zambetti et al. 2012; Re 2011; Hornung et al. 2008). 
Se describe que debido a la heterogeneidad de componentes que pueden activar 
al inflamasoma debería existir un común denominador entre ellos en cuanto a la 
activación de NLRP3, un mecanismo posible postulado es la desestabilización lisosomal 
por el material fagocitado y la generación de ROS (Zmora et al. 2017). 
En nuestro modelo murino de enteropatía, se mostró previamente que la vía de 
MyD88 es requerida para la inducción de daño in vivo por p31-43 (Araya et al. 2016). Esto 
podría constituir el paso inicial en la activación del inflamasoma NLRP3. En futuros 
estudios, nos proponemos identificar la segunda señal que conduce a la multimerización 
y activación de la plataforma. Esto es de relevancia no solo por la actividad 
proinflamatoria generada por la producción de IL-1β e IL-18, sino además porque la 
activación de caspasa-1 genera muerte celular por piroptosis mediante poros en la 
membrana celular formados por Gasdermina D (Kayagaki et al. 2015). En nuestro modelo 
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de enteropatía, estos resultados permitirían explicar que la muerte celular podría ocurrir 
tanto por apoptosis como por piroptosis.  
Apoyan esta conclusión, resultados de nuestro grupo (Gómez Castro, 2019) en los 
que se utilizó un inhibidor irreversible de Caspasa-1, denominado Ac-YVAD-cmk. El 
mismo fue administrado in vivo en animales C57BL/6, en los que se observó que los 
parámetros morfométricos característicos de la enteropatía no estaban presentes. De 
esta forma resulta claro el rol de caspasa- 1, en la inducción de enteropatía in vivo por 
p31-43.  
En el momento de terminar la escritura de esta Tesis fue publicado un artículo 
(Maiuri et al. 2019) donde se mostró que p31-43 se une a una subunidad del canal de Cl-
(CFTR) e inhibe su función, dado que promueve la conformación cerrada del canal. Esto 
tiene implicancias muy directas sobre la función de las células epiteliales, promoviendo 
una respuesta inflamatoria que involucra la activación de la vía NFκβ, TG2, producción 
de IL-15 y liberación de IL-1. En conjunto, esto tiene enorme relevancia en los 
mecanismos de respuesta local y la enteropatía en EC. Estos nuevos hallazgos refuerzan 
la importancia de profundizar el conocimiento sobre la actividad biológica de p31-43 
como péptido de gliadina modelo. 
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6. Conclusiones  
❖ El péptido p31-43 posee una estructura secundaría tipo poliprolina II, en equilibrio 
con estructuras del tipo β. 
❖ P31-43 puede agregarse y formar oligómeros en solución. 
❖ Los oligómeros de p31-43 son estables a diferentes pHs y su tamaño depende de la 
concentración. 
❖ La complejidad de los agregados de p31-43 varía con el tiempo. 
❖ Las moléculas del inflamasoma NLRP3 y Caspasa-1 son necesarias para la inducción 
de daño en el modelo murino de enteropatía in vivo. 
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 Discusión general 
En la presente tesis se desarrolló y caracterizó un modelo murino de enteropatía 
de intestino delgado proximal inducido por la administración intragástrica de p31-43, 
útil para estudiar etapas tempranas asociadas a la respuesta inmune innata en la 
patogenia de Enfermedad Celíaca.  
Esta descripto que las proteínas derivadas de gluteninas y gliadinas, provenientes 
del gluten de trigo son parcialmente degradadas por enzimas digestivas y arriban al 
lumen intestinal (Figura 48 A). Entre las gliadinas resistentes se encuentran p57-68 y 
p31-43 capaces de inducir respuestas inmunes diferentes. Aquí describimos que p31-43 
posee una estructura secundaria del tipo poliprolina II, y es capaz de formar agregados 
macromoleculares estables a pHs fisiológicos (pH:3.0-8.0), cuyo tamaño depende de la 
concentración. Por lo tanto, es posible que los oligómeros de p31-43 lleguen al lumen sin 
ser degradados o que se formen dentro de la célula. Consideramos que la secuencia de 
aminoácidos de p31-43, es crítica para la inducción de enteropatía in vivo y podría ser un 
factor determinante en su proceso de agregación.  
Por otro lado, se ha descripto que p31-43 puede interaccionar con la membrana 
de células epiteliales intestinales (Zimmermann et al. 2014) y ser internalizado en 
vesículas demorando su maduración (Barone et al. 2010), esto produce la activación de 
la vía MyD88/NFκβ (Nanayakkara et al. 2018). En este sentido, nuestros resultados 
confirman que tanto MyD88 como la vía de IFNs tipo I, están involucradas en el daño 
inducido por p31-43 en el modelo murino de enteropatía (Araya et al. 2016).  
Los agregados de p31-43 que se arrestan en vesículas, impiden su maduración e 
interfieran con el correcto tráfico vesicular en la célula, lo que induce estrés celular 
(Luciani et al. 2010), estrés del retículo endoplasmático (evidenciado en nuestro modelo 
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murino mediante un aumento de BIP en la mucosa intestinal) y posiblemente estrés 
mitocondrial con producción de especies reactivas de oxígeno mitocondrial (ROSm), 
(nuestros ensayos muestran despolarización del potencial de membrana mitocondrial en 
células tratadas con p31-43, un fenómeno asociado a estrés mitocondrial).  
Consideramos que la activación de la vía de MyD88/NFκβ podría constituir una 
primera señal de activación de la vía del inflamasoma NLRP3. El estrés celular mediante 
el ROSm y la pérdida del potencial mitocondrial podrían constituir DAMPs que proveerían 
una segunda señal de activación del inflamasoma NLPR3 (Zmora et al. 2017). Apoyan esta 
hipótesis, nuestros resultados in vivo, en los que observamos que las moléculas de NLRP3 
y Caspasa-1, están implicada en la enteropatía inducida por p31-43. Si bien nuestros 
ensayos in vivo e in vitro, no presentaron variaciones en los niveles de ROS totales, 
consideramos que aún restan evaluar los niveles de ROS mitocondrial específicamente, 
esto resultaría de gran interés, para dilucidar los mecanismos de estrés inducidos por 
p31-43. En este sentido, en nuestro grupo se obtuvieron resultados recientes que 
muestran la activación del inflamasoma mediante la activación de ASC y la producción de 
IL-1β, que están implicados en el daño inducido por p31-43 (Gómez Castro et al. 2019). 
En este trabajo de tesis demostramos que p31-43 induce apoptosis tanto en el 
modelo murino de enteropatía, como también in vitro. La activación del inflamasoma 
NLRP3 y la producción de citoquinas como IL-1β, contribuyen a la generación de un 
entorno proinflamatorio en el que los IELs podrían ser reclutados al epitelio intestinal, 
activarse y mediar la muerte de los enterocitos adyacentes. Sin embargo, aún resta 
dilucidar si otras vías de muerte celular están implicadas en el daño inducido por p31-43. 
La Figura 48 resume aspectos destacados de este trabajo en relación al 
conocimiento actual sobre la patogenia de Enfermedad Celíaca. 
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FIGURA 48. MECANISMOS DE DAÑO INDUCIDOS POR P31-43 EN EPITELIO INTESTINAL 
En la imagen se presenta un modelo de las vías de señalización activadas por agregados 
de p31-43. A.-Se muestran proteínas de trigo, subdivididas en gluteninas y gliadinas 
resistentes a la degradación enzimática, que llegan al lumen intestinal. El péptido p31-
43 posee la conformación de monómero poliprolina II o puede formar agregados. B.-Se 
presenta un modelo de las vías que podrían estar involucradas en los efectos de p31-43. 
Esta propuesta de mecanismos se basa tanto en resultados propios presentados en este 
trabajo de tésis (flechas verdes), como en bibliografía actualizada acerca del péptido 
p31-43(flechas negras), además se muestran vías sobre las que aún se desconoce el 
mecanismo exacto (flechas rojas). 
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 Conclusiones generales 
❖ P31-43 administrado por vía oral o intraluminal induce enteropatía en ratones 
C57BL/6 y BALB/c. 
❖ La enteropatía inducida es específica de la secuencia de aminoácidos de p31-43. 
❖ La enteropatía inducida por p31-43 es dependiente de la vía de IFNs tipo I. 
❖ P31-43 induce apoptosis tanto in vitro como in vivo. 
❖ P31-43, administrado por vía oral a ratones NOD-DQ8 desafiados con gluten 
durante 4 semanas, induce aumento de proliferación no específica de células de 
bazo. 
❖ P31-43 posee una estructura secundaria del tipo poliprolina II, y forma agregados 
proteicos en solución de diferentes tamaños que evolucionan en el tiempo a 
estructuras más complejas. Estos agregados son estables a pHs del tracto digestivo. 
❖ Las moléculas del inflamasoma NLRP3 y Caspasa-1 están implicadas en el daño 
inducido por p31-43.  
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 Materiales y métodos 
1. Animales utilizados 
Los ensayos descriptos en este trabajo de tesis se realizaron utilizando cepas de 
ratones provenientes de diferentes instalaciones. Las mismas se detallan a continuación 
en la tabla 2, así como también la nomenclatura que se utilizó durante todo el trabajo de 
tesis. 
TABLA 2.RATONES UTILIZADOS 
 
En todos los casos los animales se mantuvieron en ambientes con un ciclo de 
luz/oscuridad de 12 horas y recambio periódico de aire. La temperatura fue controlada 
en todos los casos y se mantuvo a alrededor de 22 °C, además poseían alimento 
balanceado y agua ad libitum.  
C57BL/6:  Se utilizaron ratones libres de patógenos (SPF) machos de 7 a 8 
semanas de edad, provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la 
Universidad Nacional de la Plata (UNLP). Estos ratones se alojaron en cajas plásticas en 
Cepa 
Nomenclatura 
en este trabajo 
Origen Alojamiento 
C57BL/6 C57BL/6 
Bioterio de la facultad de 
Ciencias Veterinarias (UNLP), 
Buenos Aires, Argentina. 
Bioterio IIFP 
B6(Cg)-
Ifnar1tm1.1Ees/J 
IFNαR -/- 
Bioterio de CIBICI (CONICET) 
Córdoba, Argentina 
Bioterio IIFP 
BALB/c BALB/c 
Bioterio Central de la 
Universidad Federal de Mina 
Gerais, Brasil 
Bioterio del 
Laboratorio de 
Inmunobiología 
(LIB) 
B6N.12952-
Casp1tmflv/J 
Caspasa 1/11-/- 
Bioterio del Instituto Pasteur 
de Uruguay 
Institute Pasteur de 
Uruguay 
B6.12956-
Nlrp3tm1Bhk/J 
NLRP3-/- 
Bioterio del Instituto Pasteur 
de Uruguay 
Instituto Pasteur de 
Uruguay 
NOD AB° DQ8 NOD-DQ8 
Animal facility center CAF-
McMaster University 
Sala SPF en CAF-
McMaster 
University-Canadá 
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el bioterio del Instituto de Estudios Inmunológicos y Fisiopatológicos (IIFP-CONICET) de 
La Plata. 
BALB/c: Se utilizaron ratones hembra de 7 semanas de edad, los mismos se 
alojaron en racks ventilados hasta su utilización en el Bioterio Central de la Universidad 
Federal de Mina Gerais (UFMG), dependiente del Laboratorio de Inmunobiología a cargo 
de la Dra. Caetano Farias en el Instituto de Ciencias Biológicas (ICB) de la Universidad 
Federal de Mina Gerais (UFMG) en Belo Horizonte, Brasil. 
IFNαR -/- (IFN αβ R-/-, IFN α R-/-): Se utilizaron ratones macho de 7-8 semanas de 
edad, cuya colonia inicial provino del Centro de Investigaciones en Bioquímica Clínica e 
Inmunología (CIBICI-CONICET, Córdoba, Argentina). Posteriormente, la reproducción y 
mantención de estos animales se realizó en el Bioterio central de la Facultad de Ciencias 
Exactas de la Plata, en racks ventilados hasta su utilización. 
NOD-DQ8: Estos animales poseen moléculas de HLA-DQ8, asociadas a la 
susceptibilidad genética de EC, en un contexto de deficiencia de MHC Clase II endógeno. 
Los mismos se cruzaron por 10 generaciones con ratones NOD (non obese diabetes), que 
poseen susceptibilidad a desarrollar diabetes y aportan un componente de 
autoinmunidad al modelo, hasta que finalmente se obtuvieron ratones congenéicos. En 
los ensayos descriptos en esta tesis se utilizaron ratones hembra de 8 semanas de edad 
para los experimentos. Estos ratones fueron mantenidos en una dieta baja en grasas 
(4%P/P) y libre de Gluten, en una sala SPF que poseía filtros HEPA para el aire que 
ingresaba a la habitación, perteneciente al Bioterio Central de la Universidad McMaster 
en Canadá (CAF) bajo la supervisión de la Dra. Elena Verdú. 
Caspasa 1/11 -/- y NLRP3 -/-: Se utilizaron ratones NLRP3 -/- y CASPASA 1/11 -/- 
machos de 7 semanas de edad provenientes del Bioterio del Instituto Pasteur de Uruguay. 
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2. Análisis histológico 
El análisis morfométrico de la atrofia vellositaria e hiperplasia de criptas en 
porciones de duodeno es una herramienta ampliamente utilizada en el diagnóstico de EC 
a partir de secciones de biopsias intestinales. En nuestro modelo animal utilizamos este 
parámetro para caracterizar los efectos del péptido p31-43 en intestino delgado. Se midió 
la altura de las vellosidades (V) y la profundidad de las criptas (C), para determinar la 
relación V/C (Figura 48 A). Se realizan como mínimo 20 medidas por ratón. En el caso de 
observar un descenso en este parámetro, se correlaciona con la presencia de daño en la 
mucosa intestinal. 
Otro parámetro relevante en la enteropatía de EC es la presencia de infiltrado 
linfocitario en la mucosa duodenal. En nuestro modelo murino se realizó el recuento de 
linfocitos intraepiteliales (IELs) que fue evaluado como el número de IELs cada 100 
enterocitos en 10 puntas de vellosidades elegidas al azar (Figura 48 B). En este trabajo 
de tesis consideramos que se desarrolló enteropatía en el modelo murino si se observa 
una disminución en la relación V/C y un aumento en el número de IELs/100 enterocitos. 
Se utilizaron piezas de intestino delgado proximal de 1cm, que se colocaron en 
formol 4 %v/v por 24 horas. Posteriormente se retiró el tejido y se colocó en canastillas 
plásticas, se hizo un pasaje de 1 minuto por diferentes concentraciones de alcoholes, (50 
%, 70 %, 95 %v/v , Etanol absoluto I, Etanol absoluto II) para deshidratarlas, luego se 
hicieron 3 pasajes por Xilol de 5 minutos (Xilol I, Xilol II, Xilol III) y finalmente se 
colocaron en un recipiente con parafina (Biopack) durante 1 hora, finalmente se 
colocaron los tejidos en moldes plásticos donde se los orientó y se colocó la tapa de la 
canastilla plástica, para conformar los tacos de parafina. 
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Luego de 24 horas, se realizaron cortes de 5 µm de espesor utilizado un micrótomo 
(Leica SM 2000R), se depositaron en un portaobjetos de vidrio y fueron teñidas con 
Hematoxilina y Eosina (Biopack). Se tomaron imágenes con el microscopio óptico Nikon 
Digital Sight DS Ri1, usando el software “Nis-Elements”, con un aumento de 20 X y 40 X. 
El análisis de las imágenes se realizó con el programa “Image J” utilizando imágenes 
adecuadamente calibradas para cada aumento.  
FIGURA 49. IMÁGENES REPRESENTATIVAS PARA ESQUEMATIZAR EL ANÁLISIS 
MORFOMÉTRICO 
Se presentan imágenes representativas de cortes histológicos de intestino delgado 
teñidos con H&E.  A.-Imagen a 20X, en la que se pueden observar los parámetros 
medidos en la relación V/C, en rojo la altura de una vellosidad y en amarillo la 
profundidad de una cripta. B.-Imagen a 40X, en la que se observa la punta de una 
vellosidad y con flechas negras se indican los IELs. 
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3. Intervenciones y manipulaciones con animales 
3.1. Inoculación intraluminal  
Se utilizó anestesia inhalatoria con isoflurano (0,5 – 1 %v/v) utilizando oxígeno 
como vehículo para realizar microcirugías en ratones de diferentes cepas ( C57BL/6, 
BALB/C e IFNαR -/-) de 7 a 8 semanas de edad a los que se les inyectó intraluminalmente 
diferentes estímulos (ver tabla 3) entre ellos, péptido p31-43; péptidos sintéticos con la 
misma composición de aminoácidos que p31-43 pero con secuencia invertida o secuencia 
al azar;  péptido no relacionado o PBS dependiendo del ensayo. Se evaluaron diferentes 
dosis de estímulos (1 µg/mL y 10 µg/ratón) y luego de 16 horas post estimulación se 
sacrificaron los animales y se colectó el intestino delgado para la realización de los 
análisis morfométricos. 
TABLA 3.SECUENCIAS DE PÉPTIDOS UTILIZADOS 
 
3.1.1. Inoculación con colorante azul de Evans 
Se utilizó un colorante no permeable denominado azul e Evans (EB, T-1824) con 
alta afinidad por seroalbúmina, en presencia de daño en la membrana plasmática EB 
ingresa en el citoplasma y en el núcleo de las células tiñéndolas de Azul. Este colorante se 
Nombre del 
péptido 
Secuencia aminoacídica 
Peso 
molecular(g/mol) 
proveedor 
P31-43 LGQQQPFPPQQPY 1526,71 Biomedal 
Péptido 
invertido (Pinv) 
YPQQPPFPQQQGL 1526,71 Biomedal 
Péptido al azar 
(Pazar) 
YQPLFQPQGPQPQ 1526,71 Biomedal 
Péptido no 
relacionado 
(PNR) 
LDPLIRGLLARPACALQV 1918,37 Biomedal 
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administró mediante una microcirugía a ratones C57BL/ 6 y se inyectó una solución de 
200 o 100 µL de EB (1 %P/V), luego de 16 hs se sacrificaron los animales y se midió la 
distancia recorrida por el colorante. 
3.2. Inoculación intragástrica 
Planteamos mejorar el modelo murino previamente desarrollado. Debido a que 
consistía en un proceso quirúrgico para la administración de los estímulos, que por si 
tiene una complejidad asociada mucho mayor, porque se precisa de dos personas 
entrenadas en el quirófano, de material de cirugía, equipo anestésico y cabina de 
seguridad biológica adecuados. Por lo que, enfocándonos primordialmente en el 
bienestar animal, así como en la bioseguridad del operador y reproducibilidad de los 
resultados obtenidos. Se modificó la vía de Inoculación de los estímulos y se realizó una 
administración intragástrica. En el trabajo de tesis se realizó inoculación intragástrica en 
ratones de 7 a 8 semanas de edad. A estos animales se les administró 200 µL de p31-43 
utilizando una sonda curva con bolilla en la punta de calibre 22 G y longitud 3,8 cm, 
evaluación de la enteropatía se realizó mediante un análisis morfométrico. 
A los animales de la cepa C57BL/6 se les administró p31-43 a diferentes dosis 
dependiendo del ensayo 5, 10 o 20 µg/ratón de péptido p31-43 o PBS como control de 
vehículo. Los animales se sacrificaron luego de 4h, 16h, 48h, 72h o 1 semana post 
estimulación. Por otro lado, a los animales de la cepa NLRP3 -/- y Caspasa1/11 -/, se les 
administró 20 µg/ratón de péptido p31-43 o PBS como control de vehículo y los animales 
se sacrificaron luego de 16 h post estimulación. Finalmente, en el caso de animales de la 
cepa NOD-DQ8 se utilizaron hembras de 8 semanas de edad a las que se les administró 
20µg/ratón de péptido p31-43 o PBS y se sacrificaron los animales luego de 16h. Sin 
embargo, en el ensayo de la evaluación a largo plazo de la administración de p31-43, 
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luego de las 16h post administración de p31-43, se comenzó con los desafíos con gluten 
(Sigma). Los mismos consistieron en una administración 3 veces por semana, por un 
periodo total de 4 semanas, de 200 µL de solución conteniendo 2 mg de gluten/ratón 
diluido en ácido Acético (0,02 M). Luego de finalizar las 4 semanas se realizó el sacrificio 
de los animales, todos el mismo día. Finalmente se tomaron muestras de bazo (en 
esterilidad) para el ensayo de proliferación de duodeno proximal, para análisis 
morfométrico y el de permeabilidad tisular utilizando las cámaras “ussing chambers”.  
4. Medidas de expresión utilizando PCR cuantitativa  
Para estos estudios se utilizaron muestras de intestino delgado de ratón que se 
preservaron en RNA later (Ambion) por una noche a 4 ºC y luego se colocaron en un 
freezer a -20 ºC hasta el momento de la extracción de RNA. En los casos en que se decidió 
conservarlas a largo plazo se retiró el excedente de RNA later de los tubos y se colocaron 
en un freezer a -80 ºC hasta su utilización.  
La extracción de RNA se realizó usando el kit de aislamiento “Illustra RNA spin mini 
RNA isolation Kit” (GE Heathcare). El RNA extraído se cuantifico usando un Nanodrop 
(Termofisher). Se realizaron diluciónes del RNA, para tener la misma cantidad de molde. 
La síntesis de cDNA en todas las muestras se realizó a partir de muestras de RNA aisladas 
(2-5 μg), usando iScript Reverse Transcription. Se incubó en el termociclador con el 
siguiente programa para realizar la transcripción reversa: 
• 5minutos a 25 °C 
• 50minutos a 37 °C 
• 15minutos a 70 °C 
• Mantener temperatura a 4 °C 
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La reacción de PCR en tiempo real utilizó una mezcla denominada “SYBR green 
PCR Master mix” (BioRad), y un termociclador con detección de fluorescencia “iCycler” 
(Bio-Rad). En la tabla 4 se presentan las secuencias de los primers directos y reversos 
utilizados, a una concentración final de 10mM. Las reacciones se hicieron por triplicado 
para cada muestra. El protocolo de PCR en tiempo real (qPCR) utilizado en el equipo fue 
el siguiente: 
• Ciclo 1 (1 X) 95 °C por 10 minutos. 
• Ciclo 2 (40 X) 60 °C por 1 minuto.  
• Mantener a 95°C por 15 segundos 
 
En todos los casos se utilizó el gen hprt como control interno para normalizar los 
niveles de expresión. Todos los resultados se expresan como incremento de cada 
tratamiento, referidos a la media del tratamiento control con PBS. El método de análisis 
utilizado fue el de 2 - ΔΔCt. 
TABLA 4. SECUENCIAS DE PRIMERS UTILIZADOS 
 
Gen Directo Reverso 
hprt CAATGCAAACTTTGCTTTCC CAAATCCAACAAAGTCTGGC 
ifn β AATGGAAAGATCAACCTCAC AAGGCAGTGTAACTCTTCTG 
ifn γ CTGAGACAATGAACGCTACAC TTTCTTCCACATCTATGCCAC 
cxcl10 ATAGGGAAGCTTGAAATCATCC TTCATCGTGGCAATGATCTC 
il1-α TTTCTGGCAACTCCTTCAGC ATCTCAGATTCACAACTGTTCG 
bax TGCTACAGGGTTTCATCCAG ATTGCTGTCCAGTTCATCTC 
bcl-2 GATCTCTGGTTGGGATTCCT ACAACTTGCAATGAATCGGG 
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5. Análisis de permeabilidad de tejido de intestino 
delgado 
Se decidieron analizar variaciones en la permeabilidad y funcionalidad del epitelio 
intestinal. Para esto se utilizó un equipo denominado “Ussing Chamber” perteneciente en 
el laboratorio de la Dra. Verdú, caracterizado previamente (Galipeau et al. 2011; Verdu, 
Armstrong, y Murray 2009; de Kauwe et al. 2009). 
Para realizar estas determinaciones se utilizó una sección de intestino delgado de 
aproximadamente 1,5 cm de largo de la región del duodeno. La misma se cortó 
longitudinalmente y se obtuvo una lámina plana que se colocó en un soporte acrílico que 
expuso un área de 0,7 cm2 a 8 mL de buffer Krebs (ver composición en Anexo) aireado 
con 95 %v/v de O2 y 5 %v/v de CO2 (pH= 7,3- 7,4). El lado basal del tejido se puso en 
contacto con buffer Krebs+ 10 mM de glucosa, mientras que el lado luminal estaba en 
contacto con buffer Krebs + 10 nM de Manitol. El sistema se mantuvo a una temperatura 
constante de 37 °C. Se utilizaron electrodos para medir la diferencia de potencial de la 
membrana (vte) y para determinar la corriente transepitelial o corriente de cortocircuito 
(Isc), la misma refleja el trasporte activo de iones que ocurre en la membrana. A partir de 
este valor se puede calcular la Resistencia eléctrica transepitelial (Rte), la misma refleja la 
integridad del tejido en relación con la permeabilidad paracelular. Se puede obtener su 
valor utilizando la ley de Ohm  𝑅𝑇𝑒 =
𝛥𝑣𝑇𝑒
𝛥𝐼𝑠𝑐
 . Siendo Δvte la diferencia de potencial de 
membrana y ΔIsc la diferencia de corriente transepitelial. 
Por otro lado, la Conductancia transepitelial (GTe), que nos permite obtener 
información acerca del transporte pasivo de iones, se calculará como 𝐺𝑇𝑒 =
1
𝑅𝑇𝑒
 . 
Finalmente, para el estudio del flujo de solutos o flujo isotópico a través del tejido, 
se utilizó un radioisótopo denominado 51Cr-EDTA (1 µCi), ampliamente utilizado tanto en 
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animales como humanos para el estudio cuantitativo del transporte paracelular a través 
del epitelio intestinal. Esta sonda se ha demostrado que no es metabolizada in vivo, sino 
que es rápidamente excretada por los riñones y desechada en la orina. En nuestro 
sistema, la sonda se agregó al compartimiento del lado basolateral de la mucosa y se 
tomaron muestras del lado luminal, cada 30 minutos, durante 4 horas. Posteriormente se 
midió la radioactividad en un contador de centelleo y se expresó como el porcentaje 
recuperado, sobre el total administrado.  
6. Cultivo celular de líneas THP-1 y HT29 
Las líneas celulares utilizadas en este trabajo de tesis se mantuvieron en todos los 
casos, a 37 °C en una estufa con 5% de C02. 
Las células THP-1 son monocitos humanos derivados de un paciente de 1 año con 
leucemia monocítica aguda, estas células producen lisozimas y son fagocíticas, además de 
pueden diferenciar a macrófagos. Estas células crecen en suspensión y se mantuvieron 
en botellas plásticas de 5 ml con buffer RPMI completo (Ver composición en Anexo),  
La línea celular HT29 es un adenocarcinoma de colon humano y posee una morfología 
epitelial con ultraestructuras como microvellosidades y microfilamentos; mitocondrias 
vacuoladas largas; tiene lisosomas primarios y secundarios. Las células se mantuvieron 
en botellas plásticas de 5ml con medio DMEM completo (Ver composición en Anexo). 
Todos los medios de cultivo utilizados fueron esterilizados por filtración (Filtro 
0,22nm). 
Previo a la realización de los ensayos ambas líneas celulares se sembraron en placas 
de 24 pocillos a una concentración de 300.000 células /mL, Solo en el caso de las células 
HT29 luego de 2-3 días se observó confluencia de las células.  Los ensayos de estimulación 
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consistieron en administrar en cada pocillo p31-43 a una concentración de 100µg/mL o 
medio de cultivo como control sin estimular. 
7. Obtención de suspensiones celulares 
7.1. Aislamiento de células de bazo de ratón 
Se utilizaron ratones NOD-DQ8. El día del experimento se sacrificaron los animales 
y se extrajeron los bazos en condiciones de esterilidad, se colocaron en buffer Hanks 
(HBSS, GIBCO, ver composición en Anexo) frio hasta el final del sacrificio para que todas 
las muestras pudieran ser procesadas en simultáneo. Se colocaron los bazos en tapas de 
placas de Petri y se retiró todo el exceso de grasa. Luego se procedió a colocar cada bazo 
en la base de una placa de Petri con HBSS fresco y un filtro de células (40µm), se disgregó 
el tejido con un embolo de una jeringa de 3mL. Posteriormente se colocó el mismo filtro 
de células de 40 µm en un tubo de falcón (50ml) y se filtró la suspensión celular. Se 
centrifugó (1240 rpm 10 minutos a 4°C) y se descartó el sobrenadante. 
Luego se agregaron 5mL de Buffer ACK de lisis de glóbulos rojos (GIBCO), se 
incubó en agitación leve durante 5 minutos, se agregaron 10 mL de HBSS a todas las 
muestras rápidamente, se centrifugó (1240rpm, 10 minutos a 4°C), se descartó el 
sobrenadante, y se resuspendió en 3 mL de medio RPMI completo enriquecido (Ver 
composición en Anexo).  
Finalmente se filtraron las células pasándolas por un nuevo filtro celular de 40 µm. 
Se contaron las células utilizando azul Tripan (dilución 1:40), se diluyeron en medio 
completo enriquecido hasta obtener una concentración de 8 x 106 células/mL, y se 
mantuvieron en hielo. 
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7.2. Aislamiento de fracción de células epiteliales de ratón  
Se utilizó una sección de 10 cm de intestino delgado proximal para y se colocaron 
en una solución fría de HBSS (GIBCO), libre de calcio y magnesio, para su conservación y 
lavado. Posteriormente se incubaron en una solución de HBSS con 2%v/v de Suero fetal 
bovino (SFB) y 0,1 mM DTT (Sigma) a 4 °C por 10 minutos. Seguida de una incubación 
con HBSS y 0,5 mM EDTA (Sigma), a 37 °C por 20 minutos, con agitación vigorosa. 
Finalmente, la suspensión celular fue filtrada utilizando filtros de red plásticos de 80 µm 
(BD,Bioscience) y se procedió a contar las células obtenidas. Para los análisis por 
citometría de flujo, que se describirán a continuación, se utilizaron aproximadamente 1 
millón de células y el resto se conservó en RNA later (Ambion) para posteriores análisis 
de PCR cuantitativa en tiempo real. 
8. Citometría de flujo 
8.1. Análisis de proliferación de células de bazo específicas de 
gliadina 
Para realizar la medida de la proliferación de células T especificas a gliadina se 
realizó la determinación de la intensidad de fluorescencia de células marcadas con un 
fluorocromo denominado CFSE (Carboxifluoresceina N-succinimidil ester), por 
citometría de flujo. Un día antes del sacrificio de los animales se prepararon las placas 
que servirán como controles positivos de proliferación del ensayo (observar inciso “e” a 
continuación). Para realizar el estudio se utilizaron células de bazo de ratón aisladas 
(descripto en el inciso 8.7.1) que se encontraban en medio RPMI enriquecido, a una 
concentración final de 8 x106 células /mL y se mantuvieron en hielo hasta la marcación 
con CFSE. 
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Para la marcación con CFSE se utilizó PBS a temperatura ambiente y se realizaron 
6 replicados por cada condición (PT-Gliadina, medio, controles positivos), además se 
reservaron células para los controles positivos de CFSE y para los controles de 
fluorescencia menos uno (FMO). Luego de tomar el volumen necesario de células por cada 
condición, se colocaron en un tubo falcón nuevo se centrifugaron y resuspendieron en 
PBS a temperatura ambiente para realizar la marcación con CFSE se colocan 3ul de 
solución de trabajo (18 µL de DMSO por cada 1 vial de CFSE), en oscuridad y se mezcla 
suavemente el tubo luego de agregar el CFSE. Se incuba por 10 minutos a temperatura 
ambiente en oscuridad. Posteriormente se agregan 15mL de RPMI completo frio, se 
incubó en oscuridad 5 minutos en hielo, y se realizaron 3 lavados con RPMI completo 
(10mL). Finalmente, se resuspendieron las células en medio RPMI enriquecido para 
obtener una concentración final de 8 x106 células /mL. 
Para evaluar la proliferación específica con gliadinas se utilizaron placas de 96 
pocillos (VWR, Norte América), una placa para cada tratamiento (PBS, p31-43) y 
condición como se detalla a continuación: 
a) PT-gliadina (0,5mg/mL) +células de bazo de animales tratados con PBS 
b) PT-gliadina (0,5mg/mL) + células de bazo de animales tratados p31-43 
c) Medio (RMPI) + células de bazo de animales tratados con PBS 
d) Medio (RPMI) + células de bazo de animales tratados con p31-43 
e) Controles positivos de proliferación: 
i) Placa con anti-CD3 unido(5µg/ml) y anti-CD28 soluble (2 µg/ml) 
ii) Mitad de placa con anti-CD3 unido(5µg/ml) y anti-CD28 unido (2 µg/ml) y la otra 
mitad solo con anti-CD3 unido(5µg/ml). 
f) Células sin marcar: mitad de placa con una mezcla de todas las células, del grupo de 
PBS y mitad de placa con las del grupo de p31-43. 
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g) Controles marcados con CFSE: mitad de placa con mezcla de todas las células, del 
grupo de PBS y mitad de placa con p31-43. 
Luego de sembrar las células en todas las placas y de estimular los pocillos 
correspondientes con PT-gliadina, las placas se mantuvieron en estufa por 4 días a 37°C 
y 5%v/v C02. 
Para la marcación de las células para su adquisición por citometría de flujo, se 
debieron realizar todos los procedimientos en oscuridad y en hielo. Luego de los 4 días 
de incubación se retiraron las placas y se centrifugaron (200 rpm 5 minutos con freno 
bajo a 4°C. Finalmente se resuspendieron las células en 200µL de buffer FACs y se 
mantuvieron en hielo. Se colocaron las células en una placa con fondo cónico. 
El panel de anticuerpos utilizados se puede observar en la tabla 5. En primer lugar, 
se realizó la marcación para evidenciar viabilidad de las células. Se colocaron 100µL de 
una dilución 1/2000 de la sonda de viabilidad en los pocillos correspondientes 
(incluyendo los controles FMOs, la simple marca y los controles positivos). Se agregó PBS 
en el resto de los pocillos sin marca. Se incubó en hielo durante 30 minutos, en oscuridad. 
Luego de la incubación se lavó la placa y se agregaron 25 µL del anticuerpo de bloqueo 
(Anti-CD16/32; 0,5 µL por pocillo). Se incubó durante 15 minutos en hielo y oscuridad. 
Posteriormente se agregó la mezcla de anticuerpos, y los controles de FMO en los pocillos 
correspondientes y buffer FACS a las células sin marcar, a los controles positivos con CFSE 
y al control positivo de viabilidad. Se incubaron los anticuerpos por 30 minutos en hielo 
y oscuridad. Se realizaron dos lavados con buffer FACS y se adquirieron en el citómetro 
de flujo (LSR II BD Cytometer), utilizando el software BD FACS DIVA. 
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TABLA 5. PANEL DE ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL ENSAYO DE PROLIFERACIÓN DE 
CÉLULAS DE BAZO ESPECIFICO DE GLIADINAS 
 
8.2. Análisis de producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
Se utilizó el colorante 2’,7’ –diclorofluorescin diacetato (DCFDA, también conocido 
como H2DCFDA) (Abcam). Se colocaron 100 µl de una suspensión celular 5 x 10 
5celulas/ml de células, THP-1 o de la fracción epitelial extraída y se agregó 100 µl de la 
sonda ROS (1/1000). Luego se incubó durante 20 minutos a 37 °C. Posteriormente se 
lavaron las células con PBS y se resuspendieron en PBS para pasarlas por el citómetro. Es 
importante remarcar que ninguna de las soluciones utilizadas para esta marcación debe 
tener suero ya que interfiere con la sonda. En los casos que fuera relevante se agregó 
ioduro de propidio (1 µg/mL), inmediatamente antes de pasarlas por el equipo. 
8.3. Medida de la despolarización del potencial de membrana 
mitocondrial  
Para analizar los efectos del péptido p31-43 en células THP-1 se utilizó la sonda 
JC-1 (Ioduro de 5’, 6,6’-tetracloro-1,1’, 3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina, 
MitoProbe™, Termofisher). El mismo es un colorante catiónico que se acumula en las 
Antígeno 
Fluorocromo 
conjugado 
Dilución 
utilizada 
Marca comercial 
N° de 
catálogo 
CD38 PE 1/100 Biolegend 102708 
CD4 BV421 1/200 Biolegend 100563 
CD3e BV785 1/200 Biolegend 100232 
CD44 APC 1/200 Biolegend 103012 
Viabilidad    
efluor780 
APC-cy7 1/2000 Ebiosience, 
thermofisher 
65-0865-14 
CD16/32 Anticuerpo de 
bloqueo 
(0,5µl/muestra) Biolegend 101302 
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mitocondrias. A bajas concentraciones (debidas a bajos potenciales de membrana 
mitocondrial), JC-1 es predominantemente un monómero que produce fluorescencia 
verde, con emisión de 530 nm. Mientras que a altas concentraciones (debidas a un alto 
potencial de membrana mitocondrial) el colorante se agrega produciendo emisión roja 
anaranjada de 590 nm. Por lo tanto, un descenso en el agregado fluorescente puede ser 
indicativo de despolarización de la membrana mitocondrial.  El índice de despolarización 
mitocondrial se expresa como la relación entre intensidad de fluorescencia Roja/Verde.  
Para realizar los ensayos se utilizó una suspensión 5 x 105 células/mL que se 
colocó en eppendorfs, a los que se les agregó 1 µL de la sonda JC-1(200 µM) mientras se 
agitaban vigorosamente con un vortex. Este paso es extremadamente importante para 
lograr que la sonda marque uniformemente. Posteriormente, se colocaron los tubos a 
37°C en oscuridad durante 20 minutos, se realizó un lavado con PBS y se adquirieron con 
el citómetro.  
Como control de despolarización se utilizó 1 µL de FFCP (25 µM, Abcam) por cada 
200 µL de suspensión celular, previo a la marcación con JC-1. El FCCP (Carbonyl cyanide 
4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, Abcam) es un desacoplante de la fosforilación 
oxidativa mitocondrial. Es importante dejar que el vial con FCCP se estabilice a 
temperatura ambiente previo a la realización del ensayo. 
8.4. Análisis de apoptosis mediante Anexina V/Ioduro de propidio 
Para el análisis por citometría de flujo de células apoptóticas tempranas y tardías, 
se utilizó una suspensión celular conteniendo 5x105 células/mL provenientes de la 
fracción celular epitelial extraída de intestino delgado o de líneas celulares (THP-1 o 
HT29). Para obtener la suspensión de células THP-1 se procedió a levantarlas de la placa, 
lavarlas y resuspenderlas en PBS. Mientras que en el caso de células adherentes HT29 se 
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centrifugó la placa completa, se retiró el medio de cultivo y se agregó 150µl de solución 
TrypLETM Express (Gibco) por pocillo, se incubó durante 10 minutos a 37 °C en agitación. 
Pasado este tiempo, se agregó el doble de volumen de PBS con 2% de suero para lavarlas.   
Para realizar la marcación, se resuspendieron en 100µL de un buffer de unión 
adecuado para Anexina denominado “Buffer Binding” (BD Biosciences, ver composición 
en Anexo). Posteriormente se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a 4 °C 
utilizando un anticuerpo específico para Anexina V (BD, Dilución 1/300) conjugado a 
FITC. Finalmente se agregó Ioduro de propidio (BD) a una dosis de 1 µg/mL 
inmediatamente antes de adquirir las células en el citómetro. Se utilizó un citómetro 
FACSCalibur (BD Bioscience) y los datos se procesaron con el software “CELLQest” (BD 
Bioscience). Los análisis posteriores se realizaron con el programa “FlowJo.10”.  
9. Análisis de apoptosis en tejido intestinal mediante 
TUNEL 
Se utilizaron ratones C57BL/6, a los que se les inoculó por vía oral p31-43 (20 
µg/ratón) o PBS. Luego de 4 o 16 horas de la administración, las muestras de intestino 
fueron incluidas en parafina, se realizaron secciones de 5µm y se procedió a realizar el 
protocolo de TUNEL (DeadEndTM fluorometric TUNEL System, Promega). Las secciones 
se desparafinaron y rehidrataron siguiendo el tren descripto en el inciso 3.1.2. Los cortes 
se trataron con PFA (Formaldehido libre de metanol) 4%P/V, pH=7,4, durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Se realizó un lavado con PBS y se incubó en gota 
hidrofóbica con Proteinasa K (dilución 1/500, contenida en el kit Promega) por 10 
minutos a temperatura ambiente. Se realizó otro lavado con PBS y se volvió a incubar con 
PFA 4%P/V por 5 minutos. Luego de esto se realiza un lavado con PBS y se incuba con un 
buffer de equilibrio (EB) contenido en el kit, por 10 minutos. La solución enzimática de 
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marcación para este kit posee las siguientes proporciones: 8,8 µL de EB+ 1 µL de 
nucleótidos dUTP marcados con fluoresceína + 0,2 µL de Enzima recombinante rTdT 
(desoxinucleotidil transferasa terminal). Se debe recordar utilizar un control negativo, 
con todos los componentes anteriores excepto la enzima rTdT, para poder descartar 
pegado inespecífico de nucleótidos. Se colocó una gota de esta mezcla enzimática por 
muestra y se incubó en gota hidrofóbica cubriendo todo el vidrio con un film plástico 
durante 1 hora en cámara húmeda, estufa a 37°C en oscuridad. Luego de este tiempo se 
incubó en solución SSC 2x (contenida en el kit, Promega), por 15 minutos a temperatura 
ambiente. Se realizó un lavado con PBS y se marcaron los núcleos con DAPI (2,5 µg/ml). 
Las muestras se observaron utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Ti 
Eclipse) y OLYMPUS FV.1000, con el que se tomaron imágenes para realizar el recuento 
de células positivas. El análisis de imágenes se realizó con el software Image J y se 
superpusieron los canales verde y azul. Aquellas células que presentaron co-localización 
entre verde y azul, aparecen de color cián en las imágenes, se consideraron TUNEL 
positivas. 
10. Inmunofluorescencia en tejido intestinal murino 
Para realizar el protocolo de inmunofluorescencia se utilizaron secciones de intestino 
delgado de 5 µm de espesor provenientes de ratones tratados con p31-43 (10µg/ratón) 
o PBS, las mismas fueron desparafinadas siguiendo el siguiente tren de soluciones:  
•  Xilol 3 x 5 min c/u 
• Alcohol 100% 2 x 2 min c/u  
• Alcohol 96% 2 min 
• Alcohol 70% 2 min 
• Alcohol 50% 2 min  
• Agua Destilada 5min  
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Posteriormente se realizó la recuperación Antigénica, utilizando “Antigen Retrieval 
CITRA PLUS Solution” (Biogenex). Se utilizó un coplin plástico y potencial máxima de un 
microondas durante 15 minutos y se dejó enfriar por 30 minutos. Se permeabilizó con 
una solución de PBS-Tween 20 al 0,01%v/v y se bloqueó con suero de cabra al 2%v/v 
durante 1 hora en oscuridad y a temperatura ambiente. Para la marcación con BIP se 
realizó la incubación con un anticuerpo monoclonal en conejo anti-BIP (Cell signalling, 
C50B12, #3177) a una dilución 1/50 en PBS-suero de equino 2% por 1 hora temperatura 
ambiente en cámara húmeda. Luego de este tiempo los vidrios se lavaron con PBS-Tween 
0,1% y se incubó con el anticuerpo secundario obtenido en cabra anti-IgG de conejo 
conjugado a Alexa 488 a una dilución 1/200, en suero equino al 2%v/v por 1 hora a 
temperatura ambiente en cámara humera y oscuridad. Finalmente, para observar los 
cortes en el microscopio confocal se marcaron los núcleos con Ioduro de Propidio (Sigma) 
1ug/ml en PBS, por 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente se 
realizaron 3 lavados con agua destilada y se montaron los vidrios para su observación. 
Las imágenes se analizaron utilizando el microscopio confocal TCS SP5 combinado al 
programa Leica LAS-AF utilizando un láser a 488nm. 
11. Dicroísmo circular  
Para determinar la estructura secundaria de p31-43 se realizó dicroísmo circular 
(CD) de soluciones de diferentes concentraciones de péptido (10, 50, 100, 200, y 500 µM). 
Las medidas se adquirieron utilizando un polarímetro espectrómetro Jasco J-810 CD, 
usando un sistema peltier para el control de la temperatura. Para los ensayos se 
realizaron 5 determinaciones por muestra en el rango de 190-250 nm a las temperaturas 
seleccionadas (4, 10, 25, 37 °C). La velocidad de adquisición fue de 50 nm por minuto. El 
espectro se obtuvo utilizando cubetas de Cuarzo de 0,1 mm-1 mm. Las determinaciones 
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de controles se sustrajeron del espectro. Se aplicó una suave reducción de ruido 
eventualmente cuando fuera necesario utilizando un método binomial. Los datos se 
expresaron como la elipticidad media residual [𝜃] en deg. cm2. dmol-1. Los gráficos se 
representaron utilizando el software Origin (Originlab). 
Se utilizó dicroísmo circular en los análisis para determinar si la estructura 
secundaria de p31-43 se encontraba en equilibrio con otras conformaciones. Se utilizó 
Urea 8M para evaluar el comportamiento de p31-43 en un entorno desnaturalizante. La 
misma se agregó a soluciones de p31-43 50 y 200 µM que se encontraban a 25 °C 
(temperatura ambiente). Por otro lado, se realizaron espectros de elipticidad de una 
solución de p31-43 a 200 µM a la que se le agregaron diferentes proporciones de 2,2,2-
Trifluoroethanol (TFE) 10 %, 20%, 30%, 50%v/v y se midieron a 4°C. 
12.  Microscopía aplicada en estudios biofisicoquímicos 
12.1. Microscopía de transmisión electrónica (TEM) 
Se prepararon soluciones de p31-43 a concentraciones de 50 y 100 µM en agua 
milliQ que se depositaron en una grilla de Cobre (red de 200) recubierta con Formvar. 
Luego de 5 minutos, el exceso de fluidos se removió y las muestras se marcaron 
negativamente con 2%v/v de Acetato de Uranilo en agua por 2 minutos. Luego se removió 
nuevamente el exceso de fluidos y las muestras se secaron. La visualización se realizó 
utilizando el microscopio JEOLCX II, operando a 100 kV. 
12.2. Microscopía de fuerza atómica (AFM) 
Se utilizó un microscopio de AFM en modo “tapping” (Nanoscope V, Bruker, Santa 
Barbara, CA) para caracterizar la capacidad de auto ensamblarse del péptido, utilizando 
sondas cargadas con silicona con nitrito (RTESP, Veeco con radios nominales de 8 -12 nm, 
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271e311 kHz, fuerza constante 20-80 N m-1). La velocidad típica del scanner fue de 1Hz. 
Se depositaron soluciones de péptido p31-43 a concentraciones desde 5, 10, 50 y 100 µM, 
sobre MICA recién cortada y se dejó que interaccionen con la superficie por 5 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se secaron utilizando un flujo de 
Nitrógeno. El procesamiento de imágenes y medidas se realizó utilizando el software 
Nanoscope Analysis 1.1 Software (Bruker).  
13. Modelado de la conformación de p31-43 in silico 
El modelado in silico fue un servicio proporcionado por el laboratorio del Dr. 
Sergio Pantano del Instituto Pasteur de Uruguay. Se desarrollaron simulaciones de 
dinámicas moleculares a nivel de grano grueso utilizando un campo de fuerza SIRAH. La 
estructura inicial del péptido p31-43 se asumió inicialmente con una conformación de α-
Hélice con los extremos N- y C- terminales considerados zwitteronicos. En el ensayo de 
simulación de agregación de p31-43 se utilizó un péptido aislado, el cual se simuló 
durante 500 ns, a concentraciones de sales (NaCl) correspondientes a 150 nM. Luego, 
cuatro estructuras diferentes se eligieron al azar dentro de esta ventana temporal para 
ser utilizadas como confórmeros de partida, en los estudios de agregación. 50 copias de 
estos 4 confórmeros se dispusieron en una caja computacional de solvatación a una 
distancia mínima de 4 nm entre sus centros de masa y se simularon por 5 µs. Tanto el 
monómero y las 50 simulaciones se desarrollaron con GROMACS 4.6.7 en NTP ensamble 
a 310K.  
El cálculo de una estructura secundaria se realizó utilizando herramientas SIRAH 
(Machado y Pantano 2016), mientras que los contactos interpéptido se computaron con 
G mindist incluido en las herramientas de análisis de GROMACS. Los últimos 100ns de 
cada simulación se utilizaron para el análisis. La agregación se monitoreo como una 
Materiales y métodos 
 
176 
función de la formación y el tamaño de los clusters. Un cluster se definió cuando la 
distancia entre los dos átomos de diferentes péptidos es menor a 0,4 nm. Se calculó, tal 
como lo realizó como Kuroda et al. (Kuroda et al. 2016; Kikugawa et al. 2009) un tamaño 
medio de clusters (MCS) como MCS = (∑Ni=1 CSi,t) /N. Donde CSi, t significa el tamaño 
del cluster al cual pertenece el péptido i al Manet tiempo t, y N es el número total de 
péptidos en el sistema (50 en este estudio). 
14. Dispersión dinámica de la luz (DLS) 
Se utilizaron dos solución de p31-43 a 125 µM y 75 µM en agua mili Q. Todas las 
soluciones del péptido p31-43 se filtraron utilizando un filtro de 200 nm, para eliminar 
oligómeros grandes, agregados y polvo de la solución. Las medidas se realizaron por 
triplicado, utilizando un equipo Zetasizer(Nano-ZS) preveniente de Malvern Instruments. 
El análisis de la función de correlación obtenida se realizó utilizando el software 
“Dispersion Technology Software” (DTS) de Malvern. 
15. Determinación de agregados en solución utilizando 
la sonda BODIPY 
Se utilizó una sonda BODIPY sintetizada y caracterizada por Nicolo Tonelli (Smith 
et al. 2010), quien amablemente nos la donó para realizar estos ensayos. La sonda se 
encuentra conjugada a Triazol y posee la capacidad de unirse a oligómeros solubles de 
péptidos y cambiar su comportamiento espectroscópico cuando se encuentra unida a 
oligómeros y fibrillas. En este último caso su fluorescencia medida a 540nm se 
incrementará al excitar la muestra a 525nm. En los experimentos realizados se utilizaron 
soluciones de p31-43 de diferentes concentraciones 10, 50, 100 µM y se utilizó una 
concentración final de sonda de 1 µM. Las medidas se realizaron utilizando un 
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Fluorómetro JASCO FP6300 y el análisis de datos se realizó utilizando el software 
OriginLab. 
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 Anexo 
1. Nomenclatura de aminoácidos 
 
Aminoácidos Código de una letra Código de tres letras 
Alanina A Ala 
Arginina R Arg 
Asparagina N Asn 
Aspartato D Asp 
Cisteína C Cys 
Glutamina Q Gln 
Ácido glutámico E Glu 
Glicina G Gly 
Histidina H His 
Isoleucina I Ile 
Leucina L Leu 
Lisina K Lys 
Metionina M Met 
Fenilalanina F Phe 
Prolina P Pro 
Serina S Ser 
Treonina T Thr 
Triptófano W Trp 
Tirosina Y Tyr 
Valina V Val 
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2. Composición de soluciones utilizadas 
2.1. Buffer Krebs base (1000mL) 
- 69 g NaCl (145nM)  
- 3,5 g KCl   
-1,6 g KH2PO4  
-2.9 g MgSO4 anhidro 
-20,8 g NaHCO3  
-Completar con agua milliQ hasta llegar a 1 litro. Llevar a pH:7,2. 
 
2.1.1. Solución KRB (1000mL) 
-90mL 10X Buffer Krebs base. 
-10mL 10X CaCl2. 
-900 mL Agua milliQ.   
 
2.1.2. KRB 1X + Glucosa 10mM:  
-180 mg Glucosa  
- 100mL solución Krebs.  
 
2.1.3. KRB 1X + Manitol 10mM:  
-180mg Manitol Mannitol 180 mg  
-100mL solución KRB.  
 
2.2. Medio RPMI completo (1000mL) 
-100mL (10 %v/v) Suero fetal bovino inactivado, Gibco. 
-10ml (1 %v/v) L-Glutamina. Stock: Glutamax-1, 100X, Gibco. 
-10mL (1 %v/v) Penicilina/Streptomicina (1000 IU, 1000 μg/mL). 
-10 mL (1 %v/v) Aminoácidos no esenciales- stock: MEMNEAA, 100X, Gibco. 
-3,7 g/L NaHCO3 bicarbonato de sodio (Sigma). 
-880 mL RPMI 1640 comercial, Gibco. 
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2.3. Medio RPMI enriquecido (1000mL) 
-100mL (10 %v/v) Suero fetal bovino inactivado por calor, Gibco. 
-10mL (1 %v/v) L-Glutamina. Stock: Glutamax-1, 100 X, Gibco. 
-10mL (1%v/v) Penicilina/Streptomicina (1000 IU, 1000 μg/mL), Gibco. 
-10 mL (1 %v/v) Aminoácidos no esenciales- MEMNEAA (100X) Gibco. 
-10 mL (1 %v/v) HEPES 10mM, stock: HEPES 1M. 
- 1 mL (55 µM) 2-β-Mercaptoetanol, Stock: 1000X (55mM) 
-3,7 gr/L, NaHCO3 bicarbonato de sodio (Sigma). 
-425 mL RPMI 1640 comercial, Gibco. 
 
2.4. Medio DMEM completo (1000mL) 
-100mL (10 %v/v) Suero fetal bovino inactivado por calor, Gibco. 
-10mL (1% V/V) Penicilina/ estreptomicina (1000 IU, 1000 μg/mL), Gibco. 
-10mL (1%v/v) L-glutamina. Stock: Glutamax-1, (100 X) Gibco. 
-10mL (1%v/v) Aminoácidos no esenciales. Stock: MEMNEAA (100X) Gibco. 
-50 mg/mL Gentamicina. 
-2 gr/L de NaHCO3, bicarbonato de sodio (Sigma). 
- 870 mL Dulbecco Modified Eagle´s Medium, Gibco. 
2.5. Buffer Binding (10X)  
-0,1M HEPES, Gibco (pH:7,4) 
-1,4 M NaCl 
-25 mM CaCl2 
Se debe realizar una solución 1X a partir de la solución 10X utilizando agua milliQ, 
inmediatamente antes de trabajar. 
2.6. Buffer FACS (1000mL) 
-10 mL(10%v/v) Azida de Sodio 
-10 gr/L BSA (Sigma) 
-495 mL PBS (Buffer fosfato salino) 
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